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Resumen y Abstract XI
 
Resumen 
Partiendo de un grupo de 13 cepas bacterianas aisladas de P. elisabethae, se realizó 
( i ) u n  proceso de selección de cepas con potencial antimicrobiano, 
( i i)variación de condiciones de cult ivo para evaluar la producción de 
compuestos antibióticos y ( i i i ) el  aislamiento de metaboli tos secundarios 
de la cepa seleccionada en las condiciones escogidas.  De esta manera, a 
partir de una cepa de Bacil lus clausi i  F9, se logró aislar un nuevo 
tetrapéptido cíclico, (Hyp-Phe-βAmp-Leu), la 4-(R)-hidroxisatabacina, la dicetopiperacina 
Phe-Leu y los ésteres metílico, propílico e  isopropílico del ácido p-hidroxibenzóico. 
Únicamente los  ésteres metil- y propil- del ácido p- hidroxibenzóico mostraron actividad 





















Beginning with a group of 13 bacterial isolates of P. elisabethae, it was performed (i) a 
screening process to detect strains with antimicrobial potential (ii) variations in culture 
conditions to evaluate the production of antibiotic compounds and (iii) isolation of 
secondary metabolites of the selected strain in the chosen conditions. Thus, from a strain 
of Bacillus clausii F9, was isolated a new cyclic tetrapeptide (βAmp Hyp-Phe-Leu), 4 - 
(R)-hydroxysattabacin, the diketopiperazine Phe-Leu and methyl-, propyl and isopropyl 
ester of p-hydroxybenzoic acid. Only the methyl- and propyl- ester of p-hydroxybenzoic 
acid showed antimicrobial activity against S. aureus ATCC 33591 and S. cerevisiae, with 
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Al final de la época dorada de la investigación en antibióticos, comprendida entre 1940 y 
1960, el arsenal de compuestos descubiertos para el tratamiento de infecciones 
bacterianas en humanos hizo que esta  investigación se detuviera por unos años. Sin 
embargo, la aparición inmediata de mecanismos   de    resistencia   en   bacterias   
patógenas,   incluyendo   inactivación   enzimática, modificación  de  dianas,  formación  
de  biofilms,  entre  otras,  demostró  que  la  búsqueda  de compuestos antimicrobianos 
era necesaria y no debía ser interrumpida (Hughes y Fenical, 2010). No obstante, el 
progreso en el diseño de nuevos antimicrobianos para uso comercial ha sido lento y esto, 
combinado con los múltiples y  sofisticados mecanismos de resistencia bacterianos, ha 
generado una crisis en el tratamiento de muchas infecciones que fueron fácilmente 
tratables en un comienzo (Romero et al, 2011). Por esta razón, la continua búsqueda de 
antimicrobianos se ha dado en diferentes ecosistemas y organismos; los ambientes 
marinos han sido menos explorados comparados  con  los  ambientes  terrestres,  lo  que  
indica  que  las  probabilidades  de  descubrir nuevas moléculas activas es mayor 
(Hughes y Fenical, 2010). 
 
La posibilidad de encontrar nuevos antimicrobianos en el mar se basa en que los 
organismos marinos se encuentran bajo amenaza permanente de infecciones por 
microorganismos patógenos y como respuesta  han desarrollado un complejo grupo de 
compuestos orgánicos con actividad antibacteriana a partir de un diverso grupo de 
precursores biológicos. Alternativamente, muchos poseen  una  comunidad  microbiana   
asociada  que  sintetiza  estos  compuestos  y  mantiene controlada la microflora 
presente (Piel, J. 2009). 
 
Se  sabe  que  estas  bacterias  asociadas  a  invertebrados  marinos  pueden  producir  
múltiples compuestos bioactivos y se ha comprobado que muchos metabolitos 
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previamente reportados para  esponjas u octocorales, en realidad son sintetizados por 
miembros de sus comunidades microbianas asociadas; su producción también se ha 
detectado en condiciones de laboratorio, lo que  permitiría  su  obtención  por  medio  de  
procesos  biotecnológicos  (Penesyan  et  al,  2010). Adicionalmente, se ha visto  que los 
productos naturales de origen marino generalmente son moléculas potentes debido a que 
los ambientes acuáticos los diluyen fácilmente. En  estos  ambientes  se  han  reportado  
péptidos  ribosomales  y  no  ribosomales,  policétidos, terpenos y alcaloides con 
actividad antimicrobiana obtenidos a partir de microorganismos marinos (Kelecom, 2002; 
Hughes y Fenical, 2010). 
 
En el caso de Pseudpterogorgia elisabethae, un coral blando de donde se han aislado 
numerosos compuestos   bioactivos   (principalmente   con   actividad   antimicrobiana,   
antiinflamatoria   y analgésica),  se  han  realizado  estudios  en  nuestro  grupo  de  
investigación  con  organismos recolectados en San Andrés y Providencia que confirman 
su gran potencial químico y demuestran que  posee  una gran diversidad microbiana a 
partir de la cual se han logrado aislamientos de bacterias  pertenecientes a los phyla 
Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes cuyo potencial metabólico no había sido 
explorado. Para determinar parte de dicho potencial, en este trabajo se realizó un 
screening de actividad antimicrobiana a las bacterias cultivables del phylum Firmicutes 
obtenidas previamente de P.  elisabethae, con el fin de seleccionar una cepa para el 
posterior estudio de sus metabolitos, evaluando  diferentes medios y condiciones de 
cultivo que podrían influir en una mayor producción metabólica. 
 
Estudios de este tipo no habían sido realizados en el país, lo que se refleja en el 
desconocimiento del  potencial biotecnológico  de los microorganismos presentes en los 
ambientes marinos del territorio nacional, permitiendo así el desarrollo de una nueva área 
de investigación en Colombia. Con la búsqueda  de  compuestos bioactivos a partir de 
microorganismos marinos se favorece el aprovechamiento   sostenible   de  ecosistemas  
marinos,  debido   a  que  su  cultivo  se  realiza completamente in vitro y no se requiere 
la intervención o destrucción de ecosistemas. 
 
En este trabajo se implementaron metodologías para el cultivo, la extracción de 
compuestos y la detección de actividad antimicrobiana a partir de bacterias aisladas de 
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P.elisabethae, contribuyendo al  establecimiento de una nueva línea de investigación en 
el grupo de Estudio y Aprovechamiento de Productos Naturales Marinos y Frutas de 
Colombia. Adicionalmente, se aisló un  nuevo  tetrapéptido  nunca  antes  aislado  de  
fuentes  naturales,  el  enantiómero  (R)  de  la hidroxisatabacina, sin reportes previos en 
la naturaleza, la dicetopiperacina Phe-Pro y 3 parabenos a partir de una cepa identificada 
previamente como Bacillus clausii al ser cultivada en los medios 
























1. Capítulo 1 
Selección de Cepas aisladas de Pseudpterogorgia elisabethae 
con Potencial para la Producción de Compuestos con Actividad 
Antimicrobiana 
 
1.1. Marco Teórico 
1.1.1. Organismos marinos como fuente de compuestos bioact ivos  
 
Tradicionalmente los productos naturales de origen vegetal y microbiano le han brindado 
a la industria   farmacéutica   compuestos   guía   para   la   búsqueda   de   nuevos   
medicamentos.   La investigación en organismos terrestres ya está bastante extendida y 
actualmente la búsqueda de productos  naturales  se   ha   dirigido  a  organismos  
marinos,  incluyendo  animales,  plantas  y microorganismos. En los últimos años se han 
aislado potenciales agentes terapéuticos a partir de la flora y la fauna marina, algunos de 
los cuales están actualmente en pruebas preclínicas y clínicas y otras ya están en el 
mercado, como la citarabina o el ET-743 (Yondelis®) (Gulder y Moore, 2009 ; Mayer et 
al, 2011). 
 
Los  productos  naturales marinos  poseen  frecuentemente  estructuras  únicas, muchas  
de  ellas relacionadas con actividades biológicas, entre las que se encuentran reportadas 
actividad antiviral, citotóxica, antibacteriana, antimalárica, antitumoral, antiinflamatoria, 




La investigación en el área se extendió de organismos terrestres a organismos marinos 
con el descubrimiento de la espongouridina y espongotimidina aislados de la esponja 
Cryptotethia cripta, que permitieron el desarrollo de Ara C y Ara A, y de derivados de 
prostaglandinas del coral blando Plexaura  homomalla, los cuales dieron paso al 
desarrollo de numerosos medicamentos como Dinoprost® para la inducción del aborto, y 
Misoprostol® para la inhibición de secreciones gástricas. Esto  permitió  ver  a  los  
invertebrados  marinos  como  una  fuente  importante  de  metabolitos novedosos  con  
actividad  biológica,  haciendo  que  la  bioprospección  de  productos  naturales marinos 
haya arrojado ya un  número considerable de candidatos a fármacos (Gulder y Moore, 
2009). Adicionalmente, las investigaciones en la ecología de productos naturales marinos 
han mostrado que muchos de estos compuestos actúan como armas químicas y se han 
vuelto potentes inhibidores de procesos fisiológicos en la presa, el depredador o los 
competidores del organismo marino que los produce (Haefner, 2003). 
 
Sin  embargo,  el  uso  de  estos  compuestos  para  el  tratamiento  de  enfermedades  
se  ha  visto limitado por la cantidad de compuesto activo aislado de los productores 
naturales. No obstante, las estructuras nuevas y la potente actividad biológica hacen de 
estos compuestos muy buenos modelos para desarrollar compuestos sintéticos o 
semisintéticos a partir de ellos (Gulder y Moore, 2009). 
 
A pesar de esto, desde 1995 se ha visto una disminución en el interés de búsqueda de 
nuevos metabolitos de fuentes tradicionales como macroalgas y octocorales, y el número 
de reportes anuales  de  esponjas  marinas  se  ha  estabilizado,  mientras  que  el  
estudio  de  metabolitos  de microorganismos  ha  tenido  un  crecimiento  cercano  al  
600%  comparado  con  el  número  de reportes existentes entre  1965 y 2005 (Figura 1). 
Esto se debe, al menos en parte, a que se sospecha  que  algunos  de  los   metabolitos  
obtenidos  de  algas  e  invertebrados  pueden  ser producidos por sus microorganismos 
asociados. Adicionalmente, con los microorganismos marinos puede superarse el 
problema del suministro que se presenta con los macroorganismos, debido a que los 
microorganismos son una fuente fácilmente  renovable y de un manejo relativamente 
cómodo en laboratorio, por lo que la producción continua de compuestos de interés se 
facilita, sin mencionar  la  gran  diversidad  química  que  los  caracteriza.  Los  estudios  
reportados  incluyen bacterias  y  hongos  aislados  de  agua  de  mar,  sedimentos,  
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algas,  peces  y  principalmente  de invertebrados marinos como esponjas, moluscos, 
cnidarios, tunicados, celenterados y crustáceos (Imhoff et al, 2011; Gulder y Moore, 
2005; Blunt, et al, 2009). 
 
1.1.2. Microorganismos marinos como fuente de metab olitos secundarios 
 
Tal como se mencionó, el estudio de los microorganismos como fuente de compuestos 
bioactivos inició al sospechar que gran parte de los metabolitos obtenidos de algas e 
invertebrados podían tener un origen microbiano, como es el caso de las 
dibromotirosinas de las esponjas de género Aplysina,  metabolitos  halogenados  
obtenidos  de  esponjas  marinas  Dysidea  spp.,  además  de macrolactonas  y  
compuestos  azufrados  de  diversos  organismos  marinos.  Adicionalmente,  se 
observaron   casos   de   aislamiento   de    un   mismo   compuesto   en   organismos   
marinos   y microorganismos,  como  en  el  caso  de  la mimosamicina  obtenida  de  las  
esponjas  Reniera  sp., Xestospongia sp. y simultáneamente de Streptomyces lavendulae 
(Kelecom, 2002). 
 
Figura 1. Distribución de productos naturales de origen marino por phylum, con base en el 
número de reportes hechos por años. Tomada y adaptada de Blunt et al., 2009. 
 
 
Así, en las últimas décadas han aumentado considerablemente las investigaciones 
relacionadas con  productos naturales marinos provenientes de microorganismos, 




pueden  mostrar  un  amplio  rango  de actividades biológicas  (antimicrobiano, 
antiprotozoario, antiparasitario, antitumoral, antifouling, etc). Además, en términos 
generales, son compuestos muy potentes debido a que en su ambiente natural estos 
aleloquímicos son diluidos fácilmente en el agua de mar (Penesyan et al,2010). 
 
 
1.1.2.1. Microorganismos Simbiontes 
 
La superficie de todos los eucariotas marinos está cubierta por microorganismos 
(procariotas y eucariotas)  que  viven  en  diversas  comunidades,  generalmente  en  
una  matriz,  formando  una biopelícula. Los consorcios microbianos difieren de un 
organismo a otro, y difieren también de las comunidades microbianas presentes en 
aguas circundantes. Se ha observado la especificidad de hospedero, donde hay 
presencia de comunidades estables únicas en individuos geográficamente distantes 
pertenecientes a la misma especie (Newman y Hill, 2006; Penesyan et al, 2010). 
 
Aunque la presencia de estos microorganismos en invertebrados marinos se conoce 
desde hace muchos  años, es en los últimos 25 años donde se ha resaltado la 
similitud entre compuestos aislados en su  mayoría a partir de esponjas, y aquellos 
aislados en organismos terrestres de taxones completamente  diferentes. Este es el 
caso de la similitud entre las estructuras de la micalamida A y B, aisladas a partir de 
la esponja Mycale sp. recolectada en Nueva Zelanda, y la pederina, una toxina 
aislada de abejas pertenecientes al género Paederus en Sur América. Otros trabajos  
realizados  con  Mycale  sp.  de  Nueva   Zelanda  demostraron  la  presencia  de  
otras citotoxinas pero cuya composición era variable y específica para cada sitio; todas 
estas evidencias sugieren que estos compuestos pueden tener un origen  microbiano. 
Adicionalmente, muchos compuestos  de  otros  invertebrados  marinos  presentaban  
similitudes  estructurales  a  algunos antibióticos aislados de actinobacterias terrestres 
(Newman y Hill, 2006). 
 
Estos microorganismos han probado ser una fuente rica de nuevos compuestos 
bioactivos debido a  que  conviven  en  un  ambiente  de  espacio  limitado  y  deben  
competir  por  él  mediante  la producción de  aleloquímicos. Adicionalmente, los 
compuestos químicos mencionados también intervienen en el  establecimiento de 
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interacciones ecológicas entre los microorganismos y sus hospederos eucariotas,  
donde la superficie de éstos últimos queda protegida de la colonización por los 
compuestos antimicrobianos producidos por el microorganismo, mientras que a éste se 
le provee un ambiente nutricionalmente rico (Penesyan et al, 2010). 
 
Entre los compuestos producidos por microorganismos simbiontes que se encuentran 
en fases clínicas, se incluyen la briostatina y las pseudopterosinas, producidas por 
Candidatus Endobugula sertula y bacterias asociadas a Symbiodinium spp., asociados a 
Bugula neritina y Pseudopterogorgia elisabethae, respectivamente (Synnes, 2007 ; 
Haefner, 2003). 
 
1.1.3. Compuestos antimicrobianos 
 
La mayoría de los antibacterianos utilizados clínicamente son producidos 
naturalmente o han tomado como estructura base algún producto natural. De las 12 
clases de antibacterianos, nueve son derivadas de estructuras pertenecientes a 
productos naturales; la arquitectura molecular de las   β-lactamas,    policétidos,    
fenilpropanoides,   aminoglicósidos,   macrólidos,   glicopéptidos, streptograminas, 
lipopéptidos y glicilciclinas se basan en estructuras encontradas en la naturaleza, 
mientras que sólo las  sulfonamidas, quinolonas y oxazolidinonas han sido diseñadas 
mediante métodos   exclusivamente    sintéticos.   Adicionalmente,   los   nuevos   
antibacterianos   se   han desarrollado a partir de modificaciones semisintéticas de 
productos naturales ya conocidos, y es así como el 73% de los medicamentos 
antibacterianos aprobados entre 1981 y 2005 pertenecen únicamente a 3 clases: β-
lactamas, macrólidos y quinolonas (Hughes y Fenical, 2010). Todo parece indicar  que  
sólo  el  descubrimiento  de  nuevos  compuestos  que,  como  consecuencia  de  su 
estructura novedosa, inhiban dianas desconocidas o nunca antes abordadas, pueden 
satisfacer los requerimientos de antimicrobianos al menos a mediano plazo. Esto solo 
puede lograrse mediante la  exploración  de   nuevas  fuentes   promisorias  de   
compuestos,   como  es  el  caso  de  los microorganismos de ambientes marinos. 
 




marino, se han reportado  péptidos  ribosomales  antimicrobianos  (AMPs  de  sus  
siglas  en  inglés  Antimicrobial Peptides), péptidos  no ribosomales, policétidos y 
terpenos antimicrobianos (Hughes y Fenical, 2010). Sin embargo, muchos de los 
compuestos reportados para estos microrganismos también se han  aislado  a  partir  
de  microrganismos  de  origen  terrestre,  indicando  que  las  condiciones presentes 
en los ambientes marinos no son un requisito para su biosíntesis. 
 




Los péptidos antimicrobianos hacen parte del sistema inmunológico innato no específico 
presente en   eucariotas  y  procariotas;  aquellos  AMPs  producidos  por  bacterias  
son  conocidos  como bacteriocinas.   Generalmente  están  constituidos  por  unos  
pocos  aminoácidos  pero  adoptan estructuras terciarias  complejas que pueden 
identificarse mediante el uso de dicroísmo circular (DC). Habitualmente los AMPs son 
traducidos como prepropéptidos compuestos de una secuencia señal  N-terminal,  un  
“pro”  segmento  y  un  péptido  C-terminal.  Sufren  modificaciones  post-
transcripcionales que incluyen la proteólisis que libera el péptido antibacterial, 
clasificado dentro de 6 clases diferentes: 
 
a) Péptidos que se doblan en α-hélices 
b) Péptidos cíclicos que forman hojas β. 
c) Péptidos ricos en uno o más residuos de aminoácidos.  
d)    Péptidos cíclicos con enlaces tioeter (lantibióticos) 
e)   Lipopéptidos 
 
f)    Péptidos macrocíclicos 
 
 
Los AMPs son moléculas amfipáticas de 12 a 45 aminoácidos. A pH fisiológico 
son catiónicos debido a que tienen mayor número de residuos básicos (lisina, arginina, 
histidina) que de residuos ácidos  y  neutros.  Su  amfipaticidad  se  debe  a  la  
distribución  desigual  de  residuos  neutros hidrofóbicos, que constituyen el 30-50% 
del péptido, y de residuos catiónicos hidrofílicos (Hughes y Fenical, 2010). 
 
El  hecho  de  que  sean  catiónicos  influye  en  su  actividad  antibacteriana  debido  
a  que  las membranas  celulares  bacterianas  contienen  predominantemente  
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fosfolípidos  aniónicos  que muestran  afinidad electrostática por los AMPs. Sin 
embargo, la afinidad se ve afectada por las sales fisiológicas presentes en el cuerpo 
humano, pues ésta disminuye por la saturación de cargas generada por la ionización 
de dichas sales. Los AMPs de origen marino, al mantenerse estables en altas  
concentraciones  de sal,  presentan  ventajas  frente  a  los  AMPs  de  origen  terrestre  
pues muestran  mayor  potencial  para  ser   utilizados  como  agentes  terapéuticos  
debido  a  esta característica, que parece deberse, en parte, a enlaces tioéter 





Los péptidos ribosomales con enlaces tioeter inter-residuos como única característica 
estructural adicional  son conocidos como lantibióticos. Con base en propiedades 
estructurales se pueden distinguir dos tipos de lantibióticos: 
Los lantibióticos tipo A poseen de 21 a 38 residuos de aminoácidos y tienen una 
estructura secundaria  más lineal; su actividad generalmente está dirigida contra 
bacterias gram positivas mediante  la formación de poros dependientes de voltaje en 
la membrana citoplasmática. Las bacterias productoras de lantibióticos poseen varios 
mecanismos para contrarrestar el efecto de sus  propios metabolitos. Entre ellos se 
encuentra una proteína chaperona dependiente de ATP que funciona  exportando el 
lantibiótico de la membrana citoplasmática al espacio extracelular. Además,  pueden  
poseer  lipoproteínas  unidas  a membrana  que  cumplen  una función de  tipo 
secuestro  que  previene  altas  concentraciones  locales  de  lantibióticos  cerca  a  la  
membrana citoplasmática y/o interfiere con la formación de poros por parte del 
lantibiótico. Dentro de este grupo  se  encuentra,  la  subtilina,  un  lantibiótico  
pentacíclico  de  32  residuos  de  aminoácidos reportada en Bacillus subtilis, y la Ericina 
A y S (Figura 2) (Stein, 2005). 
 
El tipo B de lantibióticos posee una estructura más globular e inhiben la biosíntesis 
de pared celular mediante la formación de un complejo con los lípidos celulares. Un 




especies   de   Bacillus,   incluyendo   B. amyloliquefasciens, cuya producción ocurre al 
inicio de la fase estacionaria (Figura 2). 
 
Entre los lantibióticos inusuales se encuentra la sublancina, reportada en B. subtilis, con 
un puente β-metillantionina y, poco común para lantibióticos, dos puentes disulfuro. 
También la Subtilosina A producida por numerosas cepas de B. subtilis, que posee 
una estructura macrocíclica con tres uniones interresiduos que han sido elucidados 
como enlaces tioeter entre el azufre de residuos de cisteína y el carbono alfa de otros 







Otro tipo de AMPs son compuestos peptídicos pero que en su estructura contienen 
ácidos grasos, por lo  que son denominados lipopéptidos. Se clasifican en tres 
familias diferentes: surfactinas, iturinas  y   fengycinas  (o  plipastatinas);   son  
conocidos  por  su  uso  potencial  en  industria biotecnológica o farmacéutica por 
sus propiedades surfactantes, además de antibióticas (Figura 6). El interés en estos  
compuestos aumenta constantemente por el amplio rango de aplicaciones 
ambientales, incluyendo la recolección de aceites debido a la reducción de tensiones 
superficiales e interfaciales en soluciones acuosas y mezclas de hidrocarburos, 
además de presentar ventajas frente a sus análogos sintéticos por ser biodegradables 
y producidos fácilmente en fermentación con el uso de sustratos renovables. Los  
biosurfactantes han sido reportados en Bacillus y cepas relacionadas como es el caso 
de Paenibacillus sp. (Kalinovskaya et al, 2002).  
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Figura 2. Algunos lantibióticos de Bacillus subtilis y lantibiótidos tipo péptidos. A-s-A: meso-lantionina; 
Abu-s- A: 3-metillantionina; ∆A: 2,3-didehidroalanina; ∆B: 2,3-didehidrobutirina. A. Subtilina. B. Ericina S. 
C. Ericina A. D.Mersacidina. E. Sublancina. F. Subtilosina A (Stein, 2005). 
 
La familia de las surfactinas incluye heptapéptidos enlazados con ácidos grasos β-
hidroxilados formando  una lactona cíclica; la familia de las iturinas, incluye 
heptapéptidos unidos a un ácido graso  β-aminado  con  una longitud  de  14  a  17  
carbonos;  la  familia  de  las  fengycinas  incluye lipodecapéptidos con un  anillo 
lactona interno en la parte peptídica y con un ácido graso β- hidroxilado de 14 a 18 
carbonos, saturado o insaturado (Figura 3) (Ongena y Jacques, 2007). 
 
 
1.1.3.2. Péptidos no ribosomales 
 
 
Son  sintetizados  por  grandes  complejos  protéicos  multifuncionales  llamados  
Sintetasas  de Péptidos no Ribosomales (NRPSs de las siglas en inglés de 
Nonribosomal peptide synthetase). Los dominios de  Adenilación (A), Tiolación (T) y 
Condensación(C) de las NRPSs catalizan los enlaces entre residuos de  aminoácidos. 
Otros dominios catalizan epimerización de L-aminoácidos a D- aminoácidos, ciclación 
de residuos de cisteína y serina a tiazolinas y oxazolinas, N-metilación de amidas   y   
otras   modificaciones   para   la   generación   de   aminoácidos   no   proteinogénicos, 





Figura 3. Tomado y adaptado de Ongena y Jacques, 2007. Estructura general de las tres familias de 
lipopéptidos sintetizados por especies de Bacillus. A. Familia de las surfactinas. B. Familia de las iturinas. 
C. Familia de las fengycinas. 
Las NPRSs también están involucradas en la síntesis de otros compuestos diferentes a 
antibióticos, como la corynebactina producida por Corynebacterium glutamicum, o su 
análogo producido por Bacillus subtilis, bacillibactina que funcionan como sideróforos 
(Stein, 2005). El bogorol A (Figura 4) es un péptido no ribosomal aislado de una 
cepa marina de  Bacillus laterosporus PNG-276 recolectado  en  Nueva  Guinea;  la  
bacteria  fue  aislada  de  los  tejidos  de  un  gusano  tubular desconocido. Presenta 
actividad frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA por sus siglas  
en inglés de Methycillin Resistant Staphylococcus aureus) y Enterococcus resistente 
a vancomicina (VCE por sus siglas en inglés de Vancomycin-resistant Enterococcus). 
Otro ejemplo es la thiocoralina (Figura 4), aislada de una cepa de Micromonospora 
asociada a un coral blando en India. Es un octadepsipéptido bicíclico y muestra 
actividad contra S. aureus, B. subtilis y M. luteus (Hugues y Fenical, 2010). 
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Son sintetizados por policétido sintasas (PKS por sus siglas en inglés de Polyketide 
synthases) que son funcional y conceptualmente similares a las NRPSs. En lugar de 
aminoácidos, los bloques de construcción de los policétidos son acetato y propionato; 
la formación de los enlaces tioester es catalizada por el  dominio acil transferasa 
(AT). Los dominios cetoreductasa, dehidratasa y enoil reductasa le añaden 
complejidad y diversidad a las moléculas sintetizadas; las PKS y NPRS pueden 
cooperar para dar lugar a la formación de moléculas híbridas PKS-NPRS como el 
Bogorol A (Figura 4) (Hugues y Fenical, 2010). 
 
Figura 4. Ejemplos de péptidos no ribosomales de origen bacteriano con actividad 
antibacteriana. A. Bogorol A. B. Thiocoralina (Hughes y Fenical, 2011). 
1.1.3.4. Alcaloides  
 
 
Son  productos  naturales  que  contienen  nitrógeno  y  generalmente  tienen  en  
común  más características   estructurales   que   biosintéticas.   El   carácter   
nitrógenado   de   los   alcaloides generalmente les confiere basicidad derivada de 
aminoácidos como lisina, triptófano, histidina, etc. 
 
Uno de los alcaloides antimicrobianos reportados es el Marinopirrol A (Figura 5) 
producido por una cepa del género Streptomyces aislado a partir de sedimentos 
recolectados en la costa de La Jolla, California. Como muchos otros compuestos de 




núcleo 1,3´-bipirrólico, formado a partir de una unión mediada por enzimas de dos 
moléculas de monodeoxipyoluteorina, no tiene precedentes en productos  naturales.  El  
compuesto  presentó  actividad  frente  a  MRSA,  además  de  presentar actividad 
frente a líneas celulares tumorales (Hugues et al, 2008). 
 
A partir de una cepa de Bacillus cereus aislada de de sedimentos marinos 
recolectados en China, se obtuvieron varios alcaloides con actividad inhibitoria frente a 
Candida albicans (Figura 5). Su extracción se realizó con butanol desde del medio de 
cultivo (Zu et al, 2011). 
 
 
Figura 5. Alcaloides antimicrobianos producidos por bacterias marinas. A. 2-(heptan-3-il)-
quinazolin-4(3H)- ona. B. 2-(heptan-3-il)-2,3-dihidroquinazolin-4(1H)-ona. C. 2-metilquinazolin-
4(3H)-ona D.  2- benzilquinazolin-4(3H)-ona. E. Marinopirrol A (Hughes y Fenical, 2010; Zu et 
al, 2011). 
 
1.1.4. Funciones ecológicas de compuestos antimicro bianos 
 
En  ambientes   naturales,  los  compuestos  reportados  como  antimicrobianos  
pueden  tener funciones adicionales o diferentes. La concentración requerida de este 
tipo de compuestos para lograr un efecto antimicrobiano es extremadamente alta en 
comparación con las concentraciones en las que se encuentran estas moléculas en 
ambientes naturales; mientras se conocen los efectos de estos metabolitos en  
concentraciones letales, su actividad a concentraciones subinhibitorias está  aún  en  
investigación  y  se  desconoce  para  la  mayoría  de  compuestos  reportados.  En 
antibióticos es muy frecuente observar el  fenómeno de hormesis, un concepto que 
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se aplicó inicialmente para describir los efectos de bajas dosis de radiación pero que 
actualmente se utiliza para describir respuestas biológicas (incluyendo crecimiento 
celular, formación de biofilm, etc.) a señales  ambientales  o  generadoras  de  estrés,  
que  se  caracterizan  por  relaciones  de  dosis- respuesta, mostrando estimulación a 
dosis bajas e inhibición a dosis altas  (Davies et al, 2006; Romero et al, 2011). 
 
El vasto número de reportes acerca de dianas, mecanismos de acción y 
concentración letal de antibióticos, contrasta con la poca información relacionada 
con sus efectos a concentraciones menores   que  la  Concentración  Mínima  
Inhibitoria  (CMI)  y  de  sus  funciones  en  ambientes naturales, que no 
necesariamente están relacionadas con controlar el crecimiento microbiano. El hecho 
de que en su gran mayoría los compuestos antimicrobianos sean de naturaleza 
peptídica, hace  que  se  hayan  relacionado  con  los  péptidos  previamente  descritos  
para los  sistemas  de comunicación que controlan la expresión  genética en 
poblaciones microbianas, conocida como quorum sensing, regulando de esta manera 
la producción de metabolitos y pigmentos, motilidad, etc. (Romero et al, 2011). 
 
Adicionalmente, algunos antibióticos también funcionan como surfactantes, como es el 
caso de los lipopéptidos y otros compuestos amfifílicos, que son capaces de alterar 
las características físicas y/o químicas en interfaces. Se han planteado 3 posibles 
papeles ecológicos para estos compuestos emulsificantes:  (i)  aumento  del  área  
superficial  de  contacto  con  nutrientes  o  factores  de crecimiento  hidrofóbicos,  (ii)  
aumento  en  la  biodisponibilidad  de  sustratos  hidrofóbicos  por aumento de la 
solubilidad aparente y (iii) efectos en la unión y separación de los 
microorganismossobre las superficies (Stein,2005). 
 
Si bien solo se han establecido las funciones ecológicas de unos pocos metabolitos 
reportados en microorganismos  marinos,  la  búsqueda  de  actividad  biológica  para  
la  aplicación  en  industria farmacéutica,  alimentaria o  agroindustrial es  extensa. La  
actividad antimicrobiana  de  muchos compuestos reportados evidencia la competencia 
por nutrientes y espacio en ambientes naturales por  parte  de  los  microorganismos,  y  




enfermedades infecciosas humanas. El aumento de reportes de cepas bacterianas 
patógenas resistentes a múltiples antibióticos de uso tradicional hace que la búsqueda 
de compuestos con actividad antimicrobiana sea de gran relevancia. 
 
Es  así  como,  con  base  en  los  numerosos  reportes  descritos  que  demuestran  
el  potencial metabólico reportado para bacterias asociadas a invertebrados marinos, 
en este primer capítulo se   muestra  la  metodología  desarrollada  para  detectar  
actividad  antimicrobiana  de  cepas pertenecientes  al  phylum  Firmicutes,  
previamente  aisladas  de  P.  elisabethae,  con  el  fin  de seleccionar aquella(s) 
cepa(s) con potencial para la producción de compuestos antibióticos. Se evalúan 




1.2. METODOLOGÍA  
 
1.2.1. Procedimientos generales 
 
Las bioautografías se realizaron en placas cromatográficas Merck® de sílica gel 
F254,  utilizando como  fase móvil CHCl3:MeOH:H2O (60:35:4 v/v/v). La observación de 
zonas de inhibición en la bioautografía se realizó en una cabina de luz UV Camag  a 
longitudes de onda de 254 nm y 366 nm. 
 
Los perfiles de Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia (CLAE) se realizaron en un 
equipo Merck® Hitachi  acoplado con Detector de Arreglo de Diodos (DAD) Merck® 
Hitachi L-4500 y con bomba Merck® Hitachi L-6200A. Se empleó una columna 
LiChroCART®125-4 en fase reversa de 125 mm de largo y 4,6 mm de diámetro 
interno con tamaño de partícula de 5 µm. Se utilizó un flujo de 1 mL/min y la detección 
se realizó a 210 nm con un detector UV y con detector de arreglo de diodos DAD. El 
gradiente empleado inició con  H2O:ACN (90:10 v/v) y se mantuvo durante 10 
minutos, para luego alcanzar el 100% de ACN a los 20 minutos, manteniéndose durante 




Las  cepas  marinas  utilizadas  fueron  aisladas  a  partir  de  especímenes  de  
Pseudopterogorgia elisabethae  recolectados  en  la  isla  de  Providencia  por  la  
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Profesora  Mónica  Puyana  de  la Universidad  de  Bogotá  Jorge  Tadeo  Lozano.  El  
aislamiento  e  identificación  de  las  cepas  fue realizado por la estudiante de 
doctorado Hebelin Correa del grupo de investigación de Estudio y Aprovechamiento  
de  Productos  Naturales  Marinos  y  Frutas  de  Colombia  de  la  Universidad 
Nacional de Colombia (Correa, H. 2012). 
 
Las cepas utilizadas en los bioensayos de actividad antimicrobiana, Escherichia coli 
ATCC 25922 y Staphylococcus   aureus   ATCC  33591,  fueron  donadas  por  el  
Profesor  Edelberto  Silva  del Departamento de Farmacia de la Universidad 
Nacional de Colombia; la cepa de Saccharomyces cerevisiae  fue  donada  por  la  
Profesora  Angélica  Kundson  de  la  facultad  de  Medicina  de  la Universidad 
Nacional de Colombia. 
 
1.2.1.2. Medios de cultivo 
 
 
Los  ensayos  de  evaluación  de  actividad  antimicrobiana  se  realizaron  en  agar  
Mueller  Hinton Scharlau®  para Escherichia coli y Staphylococcus aureus, y en agar 
Saboreaud dextrosa Merck® para Saccharomyces cerevisiae. 
 
La composición de los medios Marino (Mm), MB mínimo + sales (LBmS) y 
Kalinovskaya (Kal) utilizados para la selección de cepas con actividad antimicrobiana se 
encuentran en el anexo 1. 
 
 
1.2.2. Selección de las cepas 
 
A partir de un grupo de 13 cepas de bacterias marinas aisladas previamente de P. 
elisabethae y pertenecientes al phylum Firmicutes (Tabla 1), se realizó un screening de 
actividad antimicrobiana frente a E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 33591 y S. 
cerevisiae para seleccionar aquellas cepas con potencial  para  la producción de 
compuestos con actividad antimicrobiana. Para esto, cada cepa marina fue crecida  
en dos medios de cultivo diferentes: LB mínimo con adición de sales (LBmS ) y 
Marino mínimo (Mm) durante 96 horas, 100 rpm, temperatura ambiente, en un volumen 
de  100  mL  y  un  Volúmen  Efectivo  de  Trabajo  (VET)  del  10%.  Posteriormente  




filtración para la remoción de biomasa,   y  se   realizó  extracción   líquido-líquido  
con   butanol  al   caldo   agotado   obtenido, descartando la fase acuosa y llevando la 
fase orgánica a sequedad. 
 
La  evaluación  de  actividad  antimicrobiana  de  los  extractos  obtenidos  se  realizó  
mediante bioautografía sumergida frente a los microorganismos de prueba 
anteriormente mencionados. Las zonas de inhibición fueron observadas mediante la 
exposición de las placas a luz ultravioleta (UV) (254 nm y 366 nm). Como controles 
positivos se utilizaron cicloheximida y tetraciclina (Sigma®). 
 
Debido a que el rendimiento de los extractos crudos obtenidos con el procedimiento de 
extracción descrito fueron bajos, se siguió una metodología suplementaria para 
aumentar los rendimientos y disminuir  el  tiempo  de  extracción,  además  de  evaluar  
mediante  otras  técnicas  la  actividad antimicrobiana  de  las   cepas  marinas.  Así,  
se  realizaron  cultivos  adicionales  de  cada  cepa bacteriana en volúmenes de 10  
mL durante 96 horas y manteniendo el VET, las condiciones de temperatura y 
agitación anteriormente  descritas. Los medios utilizados fueron LBmS , Mm y el 
medio reportado por Kalinovskaya y colaboradores en 2002 (Kal ). Finalizado el cultivo 
de 96 horas, la biomasa fue removida del medio de cultivo agotado  mediante 
centrifugación a 6000 rpm y filtración, y los extractos fueron obtenidos mediante 
liofilización y posterior extracción con etanol. 
 
En la búsqueda de las mejores condiciones para la detección de  actividad 
antimicrobiana en extractos,   se  realizó  dicha  evaluación  mediante  el  uso  de  3  
metodologías  diferentes:  (i) enfrentamiento in vivo de las cepas marinas contra E. 
coli, S. aureus y S. cerevisiae, (ii) evaluación de actividad de caldo de cultivo agotado 
libre de biomasa mediante difusión en agar (en pozos) y (iii) evaluación de actividad de 
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Tabla 1. Cepas bacterianas aisladas a partir de especímenes de Pseudopterogorgia elisabethae 
Recolectados en Providencia, a partir de las cuales se realizó screening de actividad antimicrobiana. Las 
cepas fueron identificadas mediante análisis del gen 16S por Correa, H (2012). 
 
CEPA IDENTIDAD 
F78A Staphylococcus sp. 
F54 Staphylococcus equorum 
F48 Staphylococcus sp. 
F28 Jeotgalicoccus sp. 
F8 Paenibacillus glucanolyticus 
F82A Oceanobacillus iheyensis 
F15 Bacillus horti 
F21 Bacillus licheniformis 
F57A Bacillus pumilus 
F9 Bacillus clausii 
F37 Bacillus mojavensis 
F68A Bacillus sp. 




En todos los bioensayos utilizados, la actividad fue determinada cualitativamente 
mediante la observación de zonas/halos de inhibición. Fueron seleccionadas aquellas 
cepas que presentaron inhibición de cualquiera de los tres microorganismos de prueba 
utilizados. 
 
1.2.3. Evaluación de métodos de extracción de compuestos de origen microbiano 
 
Durante  el  proceso  de  screening  se  utilizaron 3  métodos  de  extracción  para  los  
metabolitos producidos por las cepas marinas a partir de los medios de cultivo 
agotados: 
 
a)   Extracción líquido-líquido con butanol 
 
b)   Liofilización y extracción sólido-líquido con etanol  
c)    Extracción con resina Diaion® HP-20 
 
Se realizó la comparación de los métodos utilizados con base en el rendimiento, 
los perfiles mediante   CLAE   del   extracto   obtenido   y   los   resultados   de   los   




posteriormente en la siguiente etapa del trabajo:  evaluación  de   condiciones  de  
cultivo  en  la  cepa  escogida  para  la  producción  de metabolitos con posible 
actividad antimicrobiana. 
 
1.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 




A partir de la primera metodología descrita para la selección de las cepas de estudio, 
se realizó bioautografía sumergida frente a E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 
33591 y S. cerevisiae de los extractos  butanólicos obtenidos del cultivo de los 
microorganismos de la Tabla 1. Mediante la observación de las placas en luz UV a 
254 nm, se detectó una zona de inhibición del extracto de la cepa F54 crecida en 
LBmS frente a E.coli y S. aureus (Figura 6). Por esta razón, la cepa F54, que había 
sido previamente identificada  por Correa, H (2012) mediante análisis del gen 16S 
como Staphylococcus  equorum,  fue  seleccionada  para  la  posterior  producción  de  
compuestos  con actividad antimicrobiana. 
 
 
Figura 6. Bioautografía sumergida frente a E. coli ATCC 25922. A. Extractos etanólicos de 8 cepas 
marinas en medio LBmS donde se observa una zona de inhibición de crecimiento sobre una mancha de 
Rf 0.9 del extracto de la cepa F54. B. Control positivo (Tetraciclina). 
 
 
Los  resultados  obtenidos  concuerdan  con  estudios  previos  para  este  género,  
donde  se  han reportado  varios  compuestos  antimicrobianos,  generalmente  de  tipo  
peptídico  (Carnio  et  al, 2000). Las staphylococcinas son bacteriocinas producidas por 
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numerosas cepas pertenecientes a este   género;   en   S.   epidermidis   se   han   
caracterizado   numerosas   staphylococcinas   como epidermina,   Pep   5,  epilancina  
K7  y  epicidina  280,  todos  ellos  lantibióticos.   A  partir  de Staphylococcus  aureus  
se  han  reportado  bacteriocinas  como  aureocina  A70  y  A53,  péptidos pequeños 
con aminoácidos no modificados (Varela et al, 2007). De Staphylococcus equorum se 
ha reportado micrococcina P1,  un péptido  inhibidor de la biosíntesis de proteínas 
ribosomales con actividad antimicrobiana frente a Listeria monocytogenes (Carnio et al, 
2000). 
 
Por otro lado, y debido a que a partir de la primera metodología utilizada sólo se 
detectó actividad de una cepa y además condujo a la obtención de rendimientos bajos 
(entre 4 y 20 mg/100mL de cultivo),  poco  reproducibles  (datos  no  mostrados)  y  
tiempos  de  extracción  prolongados,  fue implementada una  metodología adicional 
para obtener mayores rendimientos de extracto en menor tiempo. 
Con el enfrentamiento in vivo llevado a cabo frente a E. coli, S. aureus y S. cerevisiae, 
ninguna cepa marina  mostró  inhibición  de  crecimiento  de  estos  microorganismos  
(Tabla  2),  por  lo  cual  se decidió   no   continuar   con   esta   metodología   para   la   
selección   de   cepas   con   potencial antimicrobiano. 
 
A partir de los cultivos de las 13 cepas en LBmS, Kal y Mm con un volumen de 10 
mL, se realizó la evaluación de actividad antimicrobiana mediante difusión en agar (por 
pozos) de caldos de cultivo agotados y  libres de biomasa frente a E. coli ATCC 
25922, S. aureus ATCC 33591 y S. cerevisiae, observando así halos de inhibición de 
crecimiento de E. coli por parte del caldo agotado de la cepa F9 crecida en Kal y 
LBmS y de S. cerevisiae por parte del caldo agotado de la misma cepa en Kal 





Figura 7. Evaluación de actividad antimicrobiana mediante difusión en agar de caldo de cultivo de la cepa 
F9. A. En caldo Kal contra E. coli. B. En caldo Kal contra S. cerevisiae. C. En caldo LBmS contra E. coli 
 
Con respecto a los extractos etanólicos obtenidos a partir de estas fermentaciones, se 
obtuvieron mejores rendimientos para Kal y LBmS (entre 15 y 90mg/10 mL de 
fermentación) comparados con los obtenidos para Mm, que oscilaron entre 7 y 15 
mg/10 mL de fermentación. 
 
Al  evaluar  su  actividad  mediante  difusión  en  agar  en  pozos  se  confirmaron  los  
resultados obtenidos en el bioensayo de evaluación de actividad de los caldos de 
cultivo agotados, a pesar de que la  inhibición observada fue menos contundente en 
este último bioensayo (Figura 8). Sin embargo,  basados  en esta actividad mostrada 
por el caldo de cultivo agotado y por el extracto etanólico de estos mismos caldos se 
seleccionó la cepa F9, identificada previamente por Correa, H (2012) como Bacillus 
clausii, además de la cepa F54 seleccionada previamente (Tabla 2). 
 
Para este género, y géneros relacionados como Paenibacillus u Oceanobacillus, se 
han reportado lipopéptidos y lántibióticos, entre otros (Ongena y Jacques, 2007). En 
algunas cepas de Bacillus se ha  determinado  que  alrededor  de  4  –  5%  de  su  
genoma  está  dirigido  a  la  biosíntesis  de antibióticos, un porcentaje alto que a su 
vez refleja el potencial de producir más de dos docenas de compuestos  
antimicrobianos con gran diversidad estructural. Sin embargo, en condiciones 
naturales  su  producción  está  modulada  por  otras  poblaciones  microbianas  y  
ciertos  factores ambientales, mientras que su producción in vitro se ve afectada por 
las condiciones de cultivo (Ongena y Jacques, 2007). 
 
 
Hay  que  resaltar,  sin  embargo,  que  la  actividad  inhibitoria  de  crecimiento  
observada  en  los bioensayos por parte de los caldos de cultivo agotados y los 
extractos fue muy baja, con halos entre 2 y 6 mm de diámetro (Figura 7 y 8), que se 
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debe a que los metabolitos microbianos están en un porcentaje mínimo comparado 
con los componentes del medio de cultivo. En numerosos reportes es evidente que 
para el aislamiento de algunos mg de compuestos se requiere de varios litros de 
cultivo, como es el caso de la satabacina y satazolina, que se aislaron a partir de 70 
litros de cultivo de Bacillus sp., en cantidades de 20 y 40 mg respectivamente (Lampis 
et al, 1997). Esto demuestra que la gran mayoría de los extractos obtenidos a partir 
de cultivos microbianos está constituida por compuestos no bioactivos por tratarse de 
componentes del medio de cultivo.  Por tal  motivo,  la  actividad antimicrobiana  
detectada  en  los  bioensayos,  por  baja  que  fuera,  fue tomada como un resultado 
válido debido a que se trata de un extracto en donde la concentración de los 
metabolitos microbianos es muy baja. 
 
Así mismo, un mayor rendimiento de extracto obtenido a partir de determinado medio 
de cultivo no indica necesariamente que se produzcan mayor cantidad o variedad de 
metabolitos, pues es posible una mayor  extracción de componentes del medio de 
cultivo, que variará según éstos componentes.  Sin  embargo,  un  mayor  
rendimiento  facilita  el  proceso  de  fraccionamiento  y aislamiento, por lo que fue un 
criterio de selección. 
 
Figura 8. Inhibición de crecimiento de E. coli por parte de la cepa F9. A. Inhibición del caldo de 
fermentación Kal.  B. Inhibición por parte del extracto etanólico del caldo Kal donde se observa que 
aunque hay inhibición, es más débil que la observada en A. 
 
1.3.2. Selección del método de extracción 
 
Debido a que la cantidad de muestra con la que se trabaja en el área de productos 




inconvenientes en la obtención de  compuestos bioactivos a partir de bacterias, se 
realizó una comparación de la cantidad de extracto  obtenido  por  volumen  de  
fermentación  para  los  diferentes  métodos  de  extracción, observando que la 
extracción sólido-líquido con EtOH arroja valores mucho mayores que los otros dos 
métodos utilizados (Tabla 3). Sin embargo, al analizar los extractos mediante CLAE, se 
observa que este método extrae una  mayor proporción de componentes del medio 
comparado con la resina diaion® HP20, lo que dificulta observar señales 
pertenecientes a metabolitos microbianos pues se encuentran en una concentración 
mucho menor que la de los componentes del medio de cultivo (Figura 9). 
 
Por  esta  razón,  este  método,  que  fue  utilizado  en  la  selección  de  la  cepa  de  
estudio,  fue reemplazado por extracción mediante resina Diaion® HP-20 para la 
siguiente etapa: la elección de medios y condiciones de cultivo para la producción de 
compuestos con actividad antimicrobiana por parte de las cepas F54 y F9, 
seleccionadas previamente. 
 
Hay  que  resaltar  que  se  manejaron  13  cepas  en  3  medios  de  cultivo,  por  
triplicado,  lo  que representa un número elevado de muestras (aproximadamente 120) 
y se ve reflejado en un alto costo  de  análisis  y  largos  periodos  de  trabajo.  Las  
aproximaciones  modernas  a  este  tipo  de estudios buscan la miniaturización de los 
ensayos de selección de cepas con potencial bioactivo, con cultivos de volúmenes 
bajos (5 mL como máximo) y extracciones con volúmenes mínimos de solventes 
orgánicos, que permiten mayor número de variaciones en las condiciones de cultivo. Así 
mismo, el análisis de muestras se realiza mediante el uso de UHPLC-MS, que reduce el 
análisis a 5 minutos/muestra y permite un proceso de  derreplicación con base en los 
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Tabla 2. Evaluación de actividad antimicrobiana mediante difusión en agar de caldo de cultivo de la cepa 
F9, donde halos de inhibición mayores a 1 mm fueron tomados como positivos. 
 
 
Tabla 3. Comparación de rendimientos de extracto crudo obtenidos a partir de la 
fermentación de 100 mL de algunas de las cepas bacterianas marinas utilizadas en el 
screening en medio Kal*. 
 
Cepa 
Método de extracción  
Líquido -líquido BuOH  
Extracto crudo (mg)  
Sólido -líquido EtOH  
Extracto crudo (mg)  
Resina Diaion HP -20 
Extracto crudo (mg)  
F21 12.7 421.6 - 
F9 15.9 335.5 53.7 
F54 27.8 210.2 29.9 
F78B 5.5 298.6 - 
F69A 31.9 312.3 - 
F82A 32.5 330.1 - 
 
 
*Promedio de 3 fermentaciones de las cepas en el medio de cultivo. 

































Figura 9. Comparación de perfiles de CLAE de extractos crudos obtenidos mediante diferentes 
métodos de extracción. A. Extracto crudo de medio Kal estéril obtenido mediante extracción 
sólido-líquido con EtOH. B. Extracto crudo de F9 cultivada en Kal obtenido mediante 
extracción sólido-líquido con EtOH. C. Extracto crudo de medio Kal estéril obtenido mediante 
extracción con resina Diaion HP20 D. Extracto crudo de F9 cultivada en Kal obtenido mediante 






A partir de 13 cepas bacterianas aisladas del octocoral P. elisabethae, se evaluaron 
para cada una 3 medios de  cultivo, 3 técnicas de extracción de metabolitos 
microbianos y 2 técnicas de evaluación de actividad  antimicrobiana para seleccionar 
aquellas  cepas  con potencial  para  la producción de compuestos con actividad 
antimicrobiana. 
 
De los medios de cultivo evaluados (LBmS, Mm y Kal ), LBmS y Kal favorecieron 
la producción de metabolitos antimicrobianos por parte de algunas cepas, al tiempo 
que arrojaron mejores rendimientos de extracto. 
 
En cuanto a las técnicas de extracción, se observó que la extracción líquido-líquido 
con BuOH requiere  de largos periodos de tiempo para la obtención de extractos, 
además que presentar rendimientos muy bajos. La extracción sólido-líquido con EtOH 
mostró los mejores rendimientos pero sus perfiles mediante  CLAE revelaron que  
este método extrae grandes proporciones de componentes del medio de cultivo, 
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dificultando la detección de metabolitos microbianos. Por lo anterior fue seleccionada 
la extracción con resina Diaion® HP-20 con base en sus rendimientos y perfiles de 
CLAE. 
Con respecto a las técnicas de evaluación de actividad antimicrobiana, la difusión en 
agar mostró mejor reproducibilidad, por lo que fué seleccionada sobre la bioautografía 
sumergida. 
 
De esta manera, se seleccionaron las cepas F54 y F9 (Staphylococcus equorum y 
Bacillus clausii respectivamente) para la evaluación de condiciones de cultivo para la 
producción de compuestos con   actividad  antimicrobiana,  utilizando  resina  Diaion®  
HP-20  para  la  extracción  de  dichos compuestos, y la técnica de difusión en agar 



















2. Capítulo 2 
Selección de Condiciones de Cultivo para la Producc ión de 
Compuestos con Actividad Antimicrobiana 
 
2.1. MARCO TEÓRICO 
 




Desde  las  primeras  etapas  de  la  producción  industrial  de  la  penicilina  se  
conoce  que  las condiciones de cultivo tienen un efecto innegable en la producción de 
metabolitos secundarios de origen  microbiano,  por  lo  que  una  misma  cepa,  
cultivada  en  diferentes  condiciones,  puede producir  compuestos sustancialmente 
diferentes. Actualmente, este concepto se ha confirmado con  la  publicación  de  los  
genomas  de  varios  microorganismos,  incluyendo,  por  ejemplo,  dos especies de 
Streptomyces: S.  coelicolor y S. avermitilis. En ambos casos los análisis genómicos 
mostraron  la  presencia  de  más  de  20   clusters  genéticos  que  codifican  para  la  
síntesis  de policétidos o péptidos no ribosomales, muchos más de los hasta ahora 
reportados para estas dos especies. Resultados similares se han reportado en  
hongos, indicando que, al parecer, muchos clusters biosintéticos representan rutas 
silenciosas o  crípticas,  lo cual plantea la necesidad de explorar mayor diversidad en 
las técnicas de cultivo (Peláez, F. 2006). 
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Tradicionalmente el proceso de descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios 
de una cepa microbiana se inicia con el proceso de cultivarla y analizar la presencia 
de productos naturales bioactivos,  aislarlos,  identificar  estructuras  y  buscar  una  
aplicación  industrial.  Sin  embargo, también   es   necesario   optimizar   la   
producción   de   compuestos   de   interés   mediante   la determinación de  las 
condiciones fisicoquímicas ideales para tal fin, variando las condiciones de cultivo  
para  la  estimulación  de  la  biosíntesis  de  metabolitos  secundarios.  Este  proceso  
debe adaptarse a cada metabolito y/o microorganismo, por lo que la búsqueda de 
compuestos en una cepa no estudiada requiere de la diversificación inicial de, al 
menos, 3 a 5 variables que puedan afectar la síntesis de metabolitos secundarios 
(Imhoff et al, 2011). 
 
 
Si bien no se conocen con exactitud los mecanismos que intervienen en todo el 
proceso de biosíntesis de metabolitos secundarios, si se tiene clara la correlación 
entre su producción y los estadíos de crecimiento de los cultivos microbianos, que 
están limitados a la fase estacionaria o a la  parte  final  de  la  fase  exponencial.  Los  
procesos  de  señalización  química  necesarios  para desencadenar o activar las  
rutas biosintéticas están propuestos pero débilmente comprobados (Imhoff et 
al,2011). 
 
El metabolismo secundario es inducido por condiciones ambientales estresantes y es 
entendido como un  proceso caracterizado por la producción de compuestos de bajo 
peso molecular que favorecerá la sobrevivencia del microrganismo en dichas 
condiciones. Se ha determinado que el inicio del metabolismo secundario está 
regulado por varios factores, incluyendo la disponibilidad de  nutrientes,  tasa  de   
crecimiento,  control  por  retroalimentación,  inactivación  e  inducción enzimática. 
Adicionalmente, está influenciada por compuestos específicos de bajo peso molecular, 
transferencia de ARN y productos  genéticos formados durante la fase estacionaria. 
Así mismo, puede inducirse por el agotamiento de uno o varios nutrientes, la 
biosíntesis o la adición de ciertos inductores, o por una disminución en la tasa de 
crecimiento. Estos eventos generan señales que crean una cascada de eventos 
reguladores que resultan en diferenciación química (metabolismo secundario) y 
morfológica (morfogénesis). Estas señales son, por lo general, compuestos de bajo 
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peso molecular que actúan como un control negativo, uniéndose y  posteriormente 
inactivando una proteína reguladora que normalmente previene la expresión del 
metabolito secundario y la morfogénesis durante fases de rápido crecimiento y de 
suficiencia de nutrientes (Domain, 1998). 
 
 
Para la activación de clusters genéticos silenciosos existen varias estrategias, como la 
OSMAC (por sus siglas  en inglés de  One Strain-Many Compounds), donde se 
pretenden aislar compuestos nuevos con base en cultivos de una misma cepa con la 
mayor cantidad de variaciones posibles. Los parámetros incluyen medios de cultivo, 
tasa de aireación, tipo de recipiente de cultivo o adición de inhibidores   enzimáticos   
(Imhoff   et   al,   2011).   La   restricción   de   nutrientes   específicos   es 
frecuentemente  utilizada  en  muchos   procesos   biotecnológicos  para  inducir  y  
optimizar  la biosíntesis de determinados metabolitos, y, en  aquellas rutas 
biosintéticas de las que se tenga mayor conocimiento, también se utiliza la adición de 
inductores específicos (Egli y Zinn, 2003). Así mismo, la adición de moléculas 
señalizadoras o el co-cultivo con otras bacterias pueden estimular o mejorar la 
producción de determinados metabolitos (Dusane et al, 2011). 
 
 
2.1.1.1. Medios de cultivo 
 
 
En términos generales, la selección del medio de cultivo depende principalmente de las 
fuentes de carbono y nitrógeno, y de su concentración. Pueden utilizarse medios 
mínimos o enriquecidos ya que hay reportes  de producción de metabolitos 
secundarios tanto en ambientes oligotróficos, como en ambientes con  buena 
disponibilidad de nutrientes. En el caso de medios mínimos, las condiciones 
limitantes de nutrientes no permiten que el metabolismo celular dirija el C y N para la 
síntesis   de   biomasa,  pero  si  inducirá  al  microorganismo  a  la  producción  de  
metabolitos secundarios (Barry y Wainright, 1997). 
 
Usualmente  existen  diferencias  entre  las  fuentes  de  C  óptimas  para  el  
crecimiento  celular  y aquellas que se utilizan para metabolismo secundario. Por 
ejemplo, la glucosa es excelente para la estimulación de crecimiento en la mayoría de 
los casos pero reduce la producción de una serie de metabolitos secundarios  como la 
actinomicina (Streptomyces spp.), cefalosporina (Streptomyces clavuligerus), 
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alcaloides del ergot (Claviceps purpurea) y tilosina (Streptomyces fradiae) (Knight et 
al,  2003;  Marwick  et  al,  1999).  Se  ha  planteado  que  esta  represión  catabólica  
se  debe  a intermediarios generados del catabolismo acelerado de la glucosa que 
interfieren con las enzimas responsables del metabolismo secundario. Sin embargo, la 
glucosa no interfiere con la producción de   aflatoxinas   (Aspergillus   spp.),   
aminoglicósidos   o   cloramfenicol   (Streptomyces   spp.);   la producción  de  
anticapsina  por  Streptomyces  griseoplanus  alcanza  su  mayor  rendimiento  con 
concentraciones tan altas como 100g/L (Knight et al, 2003; Marwick et al, 1999). 
 
Las rutas biosintéticas de metabolitos secundarios se ven frecuentemente afectadas 
de manera negativa por las fuentes de N que estimulan un rápido crecimiento, como es 
el caso de las sales de amonio que inhiben la producción de cefamicina (Streptomyces 
clavuligerus) y fusidina (Aspergillus spp.), aunque éstas  se  requieren para la 
producción de compuestos como el ácido giberélico. Fuentes naturales y complejas  
de nitrógeno como los casaminoácidos y la harina de soya son buenas fuentes de N 
para la estimulación del metabolismo secundario (Knight et al, 2003). 
 
En el caso del fósforo, los fosfatos inorgánicos suprimen la síntesis de muchos 
metabolitos, por lo que  generalmente  su  concentración  es  mucho  menor  que  en  
cultivos  donde  se  requiere  la formación de biomasa, pues inhiben, entre otras, 
fosfatasas y oxigenasas. Se ha observado que los niveles de ATP  disminuyen 
considerablemente justo antes del inicio del metabolismo secundario, al parecer por un 
aumento en la actividad de fosfatasas después del cese del crecimiento celular. En 
concentraciones altas de fosfatos estas enzimas se ven inhibidas, permitiendo que 
los niveles de ATP se mantengan altos y por  tanto repriman el metabolismo 
secundario. Sin embargo, la concentración óptima de fosfatos puede variar 
drásticamente dependiendo de la cepa, desde 0.08 mM para la síntesis de la 
bacitracina por Bacillus licheniformis, hasta 8 mM para la producción de novobiocina 
por Streptomyces griseus (Marwick et al, 1999; Knight et al, 2003). 
 
Es tal el efecto de los medios de cultivo, que en un estudio realizado por Bode y 
colaboradores (2002)  una  cepa  fúngica  de  Sphaeropsidales  productora  de  
bisepóxido  de  cladospirona,  un compuesto  con  actividad  antifúngica,  fue  crecida  
en  combinaciones  de  diferentes  medios  y diferentes técnicas de cultivo y de esta 
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manera se aislaron ocho nuevos spironaftalenos, teniendo en cuenta que de esta clase 
de compuestos solo se habían reportado 6 previamente. La adición de inhibidores,  
como  es  el  caso  del  triciclazol,  inhibió  algunas  rutas  metabólicas  permitiendo  la 
producción de otros compuestos, incluyendo dos nuevos bisnaftenos y un macrólido 
poco común, el mutólido. 
 
 
2.1.1.2. Parámetros físicoquímicos 
 
Parámetros como la temperatura, el pH, la salinidad y el oxígeno intervienen 
directamente en el crecimiento celular y en la síntesis de metabolitos secundarios. En 
muchos casos, la temperatura óptima  para crecimiento es mayor que la temperatura 
óptima para la síntesis de metabolitos, como es el caso de algunas cepas de origen 
marino de Streptomyces y Aspergillus. En el caso del oxígeno, se han reportado 
casos en los que el aumento o la deficiencia de aireación en el cultivo pueden 
desencadenar el inicio del metabolismo secundario; esto depende de los 
requerimientos de oxígeno de las enzimas responsables del metabolito de interés. 
Este parámetro también está relacionado con la viscosidad del medio de cultivo, 
donde se requiere mayor agitación en medios de alta viscosidad. 
 
Contrario a lo que se cree, no todos los microorganismos aislados de ambientes 
marinos requieren concentraciones  altas  de  sal  para  crecer,  y  los  requerimientos  
de  sal  para  la  inducción  del metabolismo secundario no se han estudiado 
profundamente. Adicionalmente, hay que resaltar que las altas concentraciones de 





Las interacciones microbianas son la base de muchos procesos ecológicos 
importantes, entre ellos la   producción  de  compuestos  bioactivos.  Entre  dichas  
interacciones,  la  competencia  entre especies juega un papel importante en la 
biosíntesis de compuestos antimicrobianos, surfactantes y moléculas señalizadoras. 
Cuando las moléculas señalizadoras del sistema de Quorum sensing de una especie 
o género interactúan con otras, pueden inducir o inhibir algunos procesos celulares. 
 
 
34 Metabolitos mayoritarios y evaluación de actividad antimicrobiana de bacterias aisladas del 
octocoral Pseudopterogorgia elisabethae del Caribe colombiano 
 
Esta interacción se conoce como inducción o inhibición inter-especie o inter-género. 
Por ejemplo, se   ha   reportado   que   las   N-acilhomoserinlactonas   (AHLs)   
producidas   por   varias   especies bacterianas inducen la biosíntesis del antibiótico 
fenazina en Pseudomonas aeruginosa y estimulan la producción de  carbapenems por 
Erwinia carotovora. Se ha sugerido que el aumento en la producción de 
compuestos  antimicrobianos se debe a la competencia por nutrientes y espacio, por 
lo que el microorganismo productor inhibe a los competidores potenciales (Dusane et 
al,2011; Marwick et al, 1999). 
 
2.1.1.4. Moléculas de señalización 
 
Como   se   dijo   anteriormente,   la   síntesis   de   metabolitos   en   ambientes   
naturales   está frecuentemente influenciada por la presencia de otros microorganismos 
y se ha visto que, además de  los  co-cultivos,  la  adición  directa  de  moléculas  de  
señalización  ajenas  al  microorganismo cultivado  puede   estimular  la  síntesis  de  
productos  naturales.  Dentro  de  las  moléculas  de señalización se encuentran las 
AHLs, para el caso de bacterias gram negativas, y los oligopéptidos, para el caso de 
bacterias gram  positivas, además de otros tipos de moléculas señalizadoras, las 
cuales regulan fenotipos como la  producción de pigmentos y de antibióticos, la 
esporulación, producción de biopelículas y otros factores de virulencia etc. En el caso 
de las actinobacterias se realiza   la   inducción   del   metabolismo    secundario    
mediante γ-butirolactonas,   que   son estructuralmente similares a las AHLs, que se 
unen a una proteína receptora que funciona como un represor de la diferenciación 
química y morfológica (Knight et al, 2003) 
 
Las  AHLs  funcionan  mediante  quorum  sensing,  es  decir,  cuando  alcanzan  una  
concentración extracelular particular debido a una alta densidad celular, intervienen en 
la expresión génica de la bacteria, influyendo en procesos como la bioluminiscencia, la 
biosíntesis de antibióticos, etc. Para las bacterias gram positivas, algunas de las 
moléculas encargadas de la comunicación bacteriana son  los  oligopeptidos  que  
intervienen  en  la  producción  de  bacteriocinas.  Estos  oligopéptidos también pueden 








2.1.1.5. Análisis de genomas 
 
Con base en el análisis de genomas microbianos se han propuesto varias 
aproximaciones para la producción y detección de metabolitos resultantes de rutas 
biosintéticas crípticas. El objetivo es predecir  el tipo de compuestos que una cepa es 
capaz de producir con base en los clusters de genes encontrados en la 
secuenciación de su genoma y de esta manera, diseñar o emplear medios de cultivo 
y/o métodos de separación específicos para el metabolito de interés. 
 
Una  aproximación  que  ha  sido  aplicada  es  la  adición  de  precursores  marcados  
con  isótopos radioactivos  al  medio  de  cultivo  donde  se  crecerá  el  
microorganismo  de  interés  y  mediante experimentos bidimensionales de RMN se 
realiza un screening de extractos de caldos de cultivo para detectar los metabolitos 
que contengan los isótopos utilizados previamente, que han de ser específicos para el 
tipo de compuesto predicho con anterioridad. Esta técnica ha sido utilizada, por 
ejemplo,  para el aislamiento de las orfamidas, lipopéptidos macrocíclicos que fueron 
predichos en Pseudomonas fluorescens Pf-5 mediante la secuenciación de su genoma 
(Challis, G. 2008). 
 
En  el  caso  de  precursores  o  sustratos  que  no  puedan  ser  predichos,  se  
puede  emplear  la comparación de perfiles metabólicos después de la inactivación de 
ciertos clusters de genes (gene knockout) para determinar qué productos sintetizan, o 
después de la clonación del cluster entero frecuentemente en  un cósmido o CBA y la 
expresión en un huésped heterólogo. Se realiza un análisis de extractos mediante 




Debido a que la formación acelerada de biomasa impide la activación del metabolismo 
secundario, se   busca   disminuir   la   tasa   de   crecimiento   mediante   varios   
mecanismos,   incluyendo   la inmovilización de los microorganismos en polímeros, 
que obligan a los microorganismos a utilizar toda la energía disponible en la síntesis de 
metabolitos. 
 
En un estudio realizado por Ivanov y colaboradores (1998) se reportó que 12 bacterias 
marinas, en su mayoría asociadas a invertebrados marinos, mejoraron su actividad 
antimicrobiana al cultivarse inmovilizadas sobre sustratos poliméricos de diferente 
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Dentro de las ventajas de este método se incluyen el incremento en los rendimientos 
del producto deseado, el aumento en la transferencia de oxígeno que se da por la 
disminución en la viscosidad del medio y la  facilidad para la separación de la 
biomasa y el producto. Sin embargo, se ha observado  que  también  puede  
presentarse  una  difusión  limitada  de  nutrientes,  afectando  la biosíntesis del 
producto de interés (Marwick et al, 1999). 
 




Con base en las metodologías anteriormente descritas en el capítulo 1,  se 
seleccionaron las cepas F9  y  F54  para  la  producción  de  compuestos  con  
actividad  antimicrobiana.  Sin  embargo,  era necesario evaluar  varias condiciones de 
cultivo para determinar si la actividad antimicrobiana detectada podía mejorarse.  
Para tal fin, tres variables de cultivo fueron alteradas: el medio de cultivo, el volumen 
de fermentación y  la presencia o ausencia de agitación. Adicionalmente fue 
ensayado  el  co-cultivo  entre  F9  y  F54,  y  de  manera  paralela,  el  co-cultivo  de  
F9  y  F54  con diferentes cepas de prueba. 
 
2.2.1. Procedimientos generales  
 
Con el fin de detectar el efecto de las variables antes mencionadas sobre la producción 
metabólica de  las  cepas  F9  y  F54,  se  siguieron  de  manera  cualitativa  los  
posibles  cambios  en  el  perfil cromatográfico por CLAE-DAD de cada una de las 
cepas en mención. Para esto se utilizó el equipo de  CLAE  descrito  en  el  capítulo  1  
(Página  16),  manteniendo  las  condiciones  y  los  solventes utilizados anteriormente. 
 
 
2.2.2. Selección de medios de cultivo  
 
Además de los medios de cultivo previamente utilizados, Kal y LBmS, se evaluaron 
6 medios de cultivo adicionales para cada cepa, buscando determinar en cuál de ellos 
podría potencializarse la producción de metabolitos. Los cultivos se realizaron en un 
volumen de 100 mL a 100 rpm durante 
96 horas y a temperatura ambiente. Los 8 medios de cultivo ensayados, cuya 
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composición se encuentra en el anexo 1, fueron: 
 
 LB mínimo con adición de sales (LBmS ) 
 
 Medio reportado por Kalinovskaya y colaboradores (2002) (Kal)  
 
 LB mínimo con adición de α-cetoglutarato al 0.1% (LBmα) (Barry y Wainwright, 
1997) 
 
 Medio Marino mínimo con adición de α-cetoglutarato al 0.1% (Mmα) (Barry y 
Wainwright, 1997) 
 
 Takashi (Tak)(Kamogashira et al, 1988) 
 
 B1 (Al-zereini et al, 2006) 
 
 ABC (Medio mínimo AB con adición de citrato como fuente de carbono) 
 MOLP por sus siglas en inglés Media optimum for lipopeptide production 
(Ahimoua et al, 2000). 
 
 
Después de 96 horas de cultivo de cada cepa en los 8 medios de cultivo diferentes, 
por triplicado, la  biomasa fue removida mediante centrifugación y filtración. 
Posteriormente la extracción de metabolitos de los caldos de cultivo agotados se 
realizó con resina Diaion® HP-20, dejándolos en agitación durante toda la noche. A 
continuación la resina fue filtrada y lavada hasta fin de cloruros y la elución de 
compuestos se realizó con MeOH y AcOEt, los cuales fueron posteriormente unidos 
para obtener un único extracto. El  extracto obtenido fue fraccionado utilizando 
cartuchos de Extracción en Fase Sólida (EFS) con resinas RP-18, obteniendo así 4 
fracciones para cada extracto: (i)H2O/MeOH (9:1 v/v) (ii) H2O/MeOH (1:1) (iii)  MeOH 
(iv) AcOEt. Este mismo procedimiento se siguió con los medios de cultivo estériles. 
 
La evaluación de actividad antimicrobiana de caldos, extractos y fracciones contra 
E.coli, S.aureus y S. cerevisiae se realizó mediante difusión en agar en pozos, 
utilizando tetraciclina (50 µg/mL) y cicloheximida (70 µg/mL) como controles positivos. 
 
Adicionalmente la totalidad de extractos y fracciones fueron analizados mediante 
CLAE-DAD para determinar la complejidad del medio de cultivo y la presencia de 
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picos diferenciales entre los medios de cultivo estériles y los agotados. 
 
Así, los resultados de los ensayos de evaluación de actividad antimicrobiana, los 
rendimientos de extracto obtenido y los perfiles obtenidos mediante CLAE fueron los 
criterios tenidos en cuenta para la selección de los medios de cultivo con mayor 
potencial para la obtención de compuestos con actividad antimicrobiana. 
 
2.2.3. Selección de volumen de cultivo – presencia/ ausencia de agitación  
 
Con los medios de cultivo seleccionados con la metodología previamente descrita, 
se realizaron cultivos de 100 mL y 1000 mL, estáticos o en agitación (100 rpm), por 
triplicado. El VET fue del 10% y se mantuvo una  relación de 1/5 con el recipiente de 
cultivo. La extracción, fraccionamiento y evaluación   de   actividad   antimicrobiana   
se   realizaron   con   el   mismo   protocolo   indicado anteriormente. 
Nuevamente, los criterios de selección fueron los perfiles de CLAE, los rendimientos 
de extracto obtenido y la actividad antimicrobiana observada en los bioensayos. 
 
2.2.4. Co-cultivos  
 
Con base en las evidencias que señalan que la presencia de otros microorganismos, 
junto con sus moléculas de señalización, puede estimular la producción de 
antibióticos, se realizó el co-cultivo de F9 y  F54 en los medios donde mostraron 
actividad antimicrobiana. Los cultivos se realizaron durante 96 horas, iniciando el 
cultivo únicamente con F54 durante 24 horas, para posteriormente adicionar el inóculo 
de F9, debido a que el crecimiento de ésta última es más rápido que el de F54 y se 
debía asegurar la supervivencia de ambas cepas en el co-cultivo. 
 
La extracción, fraccionamiento y evaluación de actividad antimicrobiana se 
realizaron bajo las mismas condiciones utilizadas anteriormente. 
 
De manera paralela, se realizó el cultivo de F9 y F54 con las diferentes cepas de 
prueba (E. coli, S, aureus, P. aeruginosa y S. cerevisiae), adicionando el inóculo del 
microrganismo a las 24 horas de fermentación.  Como  controles  se  realizaron  
cultivos  individuales  de  los  4  microorganismos patógenos utilizados. La evaluación 
de actividad antimicrobiana se realizó con los caldos de cultivo agotados y los extractos 




2.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
2.3.1. Selección de medios de cultivo  
 
Los medios evaluados fueron seleccionados con base en reportes de obtención de 
compuestos bioactivos a partir de bacterias pertenecientes al phylum Firmicutes y en 
las diferencias en cuanto a fuente de carbono  y nitrógeno, contenido de sales y 
aporte nutricional. Se incluyeron medios mínimos y medios enriquecidos, siendo éstos 
últimos, medios no definidos debido a que es bien conocido  que  en  estos  medios  
de  cultivo  los  rendimientos  de  los  compuestos  con  actividad antimicrobiana  son  
mayores,  en  comparación  con  medios  químicamente  definidos  (Perlman, 
1966). Por otro lado, los medios mínimos han sido reportados en numerosos 
estudios para la producción  de  metabolitos  secundarios  bacterianos,  debido  a  
que  se  minimiza  el  aporte nutricional  y de esta manera se acorta la fase 
exponencial y se estimula al microorganismo a mantenerse en fase estacionaria, 
momento en el cual se sintetizan los metabolitos secundarios. 
 
Dentro de los medios enriquecidos se encuentran los medios Kal, MOLP, Tak y B1; 
los medios mínimos  incluyen ABC, LBmS, LBm α y Mmα. Las fuentes de carbono 
evaluadas incluyen citrato (ABC ), glicerol (Mm), almidón (Tak, B1 ), glucosa (Tak) y 
sacarosa (MOLP), mientras que las fuentes de nitrógeno incluyen extracto de levadura 
(Mm, Kal, LBmS, B1 ), harina de soya (B1), NZ amina A (B1)  triptona (LBmS ) y 
peptona (Tak, MOLP ). En algunos medios de cultivo un sustrato cumple ambas  
funciones, como es el caso de la peptona en Mm, la triptona en LBmS y el extracto 
de levadura en Kal . La presencia de sales marinas, que se ha probado prescindible en 
el crecimiento y la producción de muchos metabolitos bioactivos por parte de bacterias 
marinas, también varía de acuerdo al medio (Marwick et al, 1999). B1, ABC, Kal, 
LBmS y Mmα contienen alta concentración de  sales,  mientras  que  MOLP,  Tak  y  
LBmα  tienen  la  concentración  de  sales  que  se  maneja tradicionalmente para 
microorganismos de origen no marino. 
 
Una vez crecidas F9 y F54 en los 8 medios de cultivo descritos, por duplicado, se 
obtuvo el extracto mediante  el uso de resina Diaion HP20 y las fracciones  
correspondientes para cada extracto, obteniendo 128 fracciones a ser evaluadas. Los 
resultados del ensayo de actividad antimicrobiana de caldo agotado, extractos y 
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fracciones se muestran en la Tabla 4 y 5, donde se observa que la cepa F9 muestra  
bioactividad en los medios Kal, LBmS, ABC, Tak y B1, así como la cepa F54 
muestra bioactividad en  Kal,  LBmS y Mm α.   Los medios de cultivo en los que no 
se presentó actividad antimicrobiana fueron eliminados del proceso de selección, 
como es el caso de Mmα y LBmα para F9, y B1, Tak, LBm α, ABC y MOLP para F54. 
 
 
Es evidente  que  los  medios  Kal  y  LBmS  proveen  buenas  condiciones  para  la  
producción  de compuestos antimicrobianos, al menos para las dos cepas evaluadas. 
Se observa que la producción de antibióticos se presenta tanto en condiciones 
oligotróficas como en condiciones de suficiencia de  nutrientes, confirmando los 
reportes de numerosos autores al respecto (Egli y Zinn, 2003; Hilton, 1999). Sin 
embargo, se observa que al fraccionar el extracto de varios medios de cultivo, como  
el  Tak  y  LBmS,  la  bioactividad  se  pierde,  sugiriendo  que  posiblemente  haya  
actividad antimicrobiana por sinergismo. En otros casos, la bioactividad se mantiene 
en las fracciones más polares, donde se asume que  permanecen la mayoría de los 
componentes del medio de cultivo presentes en el extracto crudo, lo cual podría 
dificultar la detección y el posterior aislamiento de los compuestos biactivos con este 
método de fraccionamiento. También hay que resaltar que las fracciones más 
apolares presentan unos rendimientos muy bajos (datos no mostrados), indicando que 
los compuestos apolares representan un mínimo porcentaje del extracto crudo. Es 
por esto que no puede afirmarse que estos compuestos son inactivos, pues es posible 














Tabla 4. Resultados del ensayo de actividad antimicrobiana de caldo agotado, extractos y fracciones 
obtenidos de F9 y  F54 crecidos en los 8 medios de cultivo evaluados, frente a S. cerevisiae utilizando 
difusión en agar. (+: 1 – 3 mm; ++: 3.1– 5mm; +++: >5mm) 
 
Tabla 5. Resultados del ensayo de actividad antimicrobiana de caldo agotado, extractos y fracciones 
obtenidos de F9 y F54 crecidos en los 8 medios de cultivo evaluados, frente a E. coli utilizando difusión 
en agar. (+: 1 – 3 mm; ++: 3.1 –5mm; +++: >5mm) 
 
En el caso de F9, el medio ABC estimula la producción de antibióticos y se 
presenta actividad antibacteriana contra S. cerevisiae en el caldo de fermentación 
agotado y la fracción H2O:MeOH (1:1 v/v), pero debido a los bajos rendimientos de 
extracto en este medio de cultivo (2.7 mg/100 mL de fermentación), se descarta este 
medio para la producción de metabolitos. En el medio Tak se observa  actividad frente 
a E. coli pero ésta se observa únicamente en el caldo y el extracto, como se 
mencionó previamente. Adicionalmente, la comparación de los perfiles 
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cromatográficos obtenidos mediante CLAE-DAD de extractos estéril y agotado de Tak 
muestran ser muy similares debido  a  que  el  medio  contiene  un  alto  porcentaje  
de  almidón  lo  que  impide  ver picos correspondientes a metabolitos  bacterianos 
(Figura 10). En cuanto a las fracciones, éstas solo muestran señales con tiempos de 
retención menores a 3 minutos (Figura 11), lo que parece indicar que el almidón, junto 
con los metabolitos, se pierde  en el proceso de fraccionamiento. Por tal motivo, 
también se descarta este medio de cultivo para la producción de metabolitos por parte 
de F9. Con Kal , aunque muestra buena actividad, los perfiles no  muestran señales 
intensas que no estén presentes en los perfiles de los extractos y fracciones del 
medio estéril, por lo que también se descarta para la producción de metabolitos por F9 
(Figura 12).  
 
Figura 10. Perfil mediante CLAE-DAD del extracto de Tak. Detección a 210 nm. A. Tak estéril. 
B. Tak agotado del cultivo de F9. 
 
 
Figura 11. Perfil mediante CLAE-DAD de la fracción H2O:MeOH (9:1) de Tak. Detección a 
210 nm. A. Tak estéril. B. Tak agotado de F9. 
Figura 12. Perfil mediante CLAE-DAD del 










En cuanto al medio B1, se observó actividad del caldo, el extracto y la fracción 
H2O/MeOH (9:1) contra S. cerevisiae. Sin embargo, la fracción H2O/MeOH (1:1) es la 
que muestra un perfil diferente al medio estéril a pesar de no mostrar actividad, (Figura 
13), observándose una señal intensa a los 
16 minutos, razón por la cual este medio de cultivo es seleccionado para la posterior 
producción de metabolitos. 
 
En el medio LBmS, la cepa F9 mostró actividad en el caldo y en el extracto, aunque 
mediante CLAE sólo se  detectan diferencias en los perfiles del medio estéril y el 
medio agotado en la fracción H2O/MeOH (1:1);  se detecta una señal intensa a los 
17.5 minutos, ausente en el perfil de esa misma fracción del medio estéril (Figura 
14), por lo que también es seleccionado para la obtención de metabolitos de F9. 
Figura 13. Perfil mediante CLAE-DAD de la fracción H2O:MeOH (1:1 v/v) de B1. Detección a 210 
nm. A. B1 estéril. B. B1 agotado de F9. 
 
 
Figura 14. Perfil mediante CLAE-DAD de la fracción H2O:MeOH (1:1 v/v) de LBmS . 
Detección a 210 nm. A. LBmS estéril. B. LBmS agotado de F9. 
 
 
Con respecto al medio MOLP, F9 no presentó actividad inhibitoria frente a los 
microorganismos evaluados. Sin embargo, es el medio que tiene mayor 
rendimiento, con un promedio de 300 mg/100 mL de fermentación. Al analizar sus 
extractos y fracciones mediante CLAE, se observa que sus perfiles difieren en gran 
medida con los perfiles del medio estéril, observando señales intensas alrededor de 
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incrementa en este medio, lo que coincide con los resultados de Ahimoua y 
colaboradores (2000), donde demuestran que este medio  de cultivo es especial 
para la producción de compuestos (lipopéptidos) por parte de bacterias del género 
Bacillus. Así, este medio es seleccionado para este objetivo con la cepa F9, 
considerando que si bien los compuestos producidos no tienen actividad 
antimicrobiana, podrían tener otro tipo de actividad biológica interesante. 
 
 
Figura 15. Perfil mediante CLAE-DAD del extracto crudo de MOLP. Detección a 210 nm. A. 
MOLP estéril. B. MOLP agotado de F9. 
 
En cuanto a la cepa F54, en el medio Mmα presentó actividad del extracto frente a 
S. cerevisiae, pero no se detectó actividad en las fracciones obtenidas, por lo que 
este medio es descartado. En cuanto a los medios Kal y LBmS se observó actividad 
inhibitoria frente a E. coli y S. cerevisiae pero los perfiles de extractos y fracciones no 
presentan diferencias notables con respecto a  los perfiles obtenidos a partir del 
medio estéril, lo que dificulta el seguimiento y posterior aislamiento de los 
compuestos de interés. Por  esta  razón, la cepa F54 no fue seleccionada para la 
obtención de compuestos con actividad antimicrobiana planteados en este trabajo. 
 




Con  base  en  los  resultados  previamente  obtenidos,  se  cultivó  F9  en  B1,  
MOLP  y  LBmS  en volúmenes de 100 y 1000 mL, y en cultivos estáticos y con 
agitación (100 rpm), por triplicado, obteniendo los rendimientos de extracto 
presentados en la Tabla 6, observando que para MOLP se mantiene  la relación de 
extracto obtenido entre 100 y 1000 mL, mientras que para B1 y LBmS existe  
mayor  variación  entre  volúmenes  de  fermentación,  logrando  una  mayor  
obtención  de extracto para la cepa F9 cultivada en B1 al escalar a un litro el 
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cultivo y la obtención de menor cantidad de extracto al realizar dicho escalamiento 
en el medio LBmS , aunque los perfiles de CLAE de cada extracto obtenido fueron 
determinantes para la selección de las condiciones de cultivo. 
Tabla 6. Rendimiento de extractos crudos (mg) obtenidos del cultivo de F9 en los medios 
B1, MOLP y LBmS (Valores promedio de tres replicas) 
 
 
Después de obtenidas las fracciones de cada extracto mediante el fraccionamiento 
cromatográfico utilizando  cartuchos de EFS, éstas se analizaron mediante CLAE-
DAD para establecer diferencias entre medio agotado y medio estéril, y de esta 
manera determinar las mejores condiciones bajo las cuales se produciría el extracto 
de forma masiva para el posterior aislamiento de compuestos. Así, se observaron 
claramente señales que no están presentes en los medios estériles y que por ende 
podrían corresponder a compuestos de origen microbiano en las fracciones H2O/MeOH 
(9:1) y H2O/MeOH (1:1) del medio MOLP agotado (Figura 16) cultivado en condiciones 
de agitación (100 rpm) y en un volumen de 100 mL. 
 
De  igual  manera  se  observaron  señales  de  posibles  compuestos  de  origen  
microbiano  en  la fracción H2O/MeOH (1:1) del medio B1 agotado del cultivo de F9 
en un volumen de 100 mL en condiciones de agitación (Figura 17). El hecho de 
obtener mayores cantidades de extracto a partir del medio B1 en cultivos estáticos 
puede deberse a que presenta mayor viscosidad por la adición de harina de soya 
(anexo 1), y  por tanto tiene mayores requerimientos de agitación para el suministro 
de oxígeno a los microorganismos, reflejándose en una mayor cantidad de sustratos sin 
degradar, que son extraídos con la resina Diaion HP20. 
 
Asi mismo, se observan posibles señales de compuestos de origen microbiano  en 
la fracción H2O/MeOH (9:1) de LBmS agotado del cultivo de F9 en agitación en 
ambos volúmenes evaluados (100 y  1000 mL), con tiempos de retención de 3.5 y 
15.5 minutos (Figura 18). Sin embargo, la intensidad relativa de los picos con 
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respecto a las señales del medio LBmS es mayor en cultivos de 1000 mL, sugiriendo 
que los metabolitos se producen en mayor cantidad en este volumen que en cultivos 
de 100 mL. 
 
Para el caso de B1 y MOLP, es probable que la producción de metabolitos por 
parte de F9 se controle  mediante Quorum sensing, y en el caso de los cultivos en 
un volumen de 1000 mL, la presencia de moléculas señalizadoras alrededor de las 
células sea menor debido al mayor volumen manejado, por lo que  la activación en la 
expresión de genes responsables de la producción de metabolitos no se logre por 
baja concentración de las moléculas señalizadoras (Swift et al, 2007). 
 
Con respecto a la agitación de los cultivos, se sabe que está relacionada 
directamente con el suministro  de  oxígeno  que,  tal  como  se  mencionó  
previamente,  puede  afectar  positiva  o negativamente el metabolismo secundario, 
dependiendo de los requerimientos de oxígeno de las enzimas responsables de la 
biosíntesis de los metabolitos (Marwick et al, 1999). Por tanto, el comportamiento 
del metabolismo de F9 variará en cada medio de cultivo, dependiendo de los 
metabolitos que se estén produciendo en cada uno de ellos. 
Es así como se seleccionaron los cultivos en 100 mL con agitación (100 rpm) para el 
cultivo de F9 en MOLP y B1, y en 1000 mL con agitación (100 rpm) para el cultivo de 
F9 en LBmS. 
 
 
Figura 16. Perfil mediante CLAE-DAD del medio MOLP estéril (rojo) y agotado (verde) a 210 
nm. A. Fracción H2O:MeOH (9:1 v/v) donde se observa una señal a 8.5 minutos, 
aparentemente de origen microbiano.  B. Fracción H2O:MeOH (1:1 v/v) con señales a los 14.5 





Figura 17.  Perfil mediante CLAE-DAD de la fracción H2O:MeOH (1:1 v/v) del medio B1 estéril 




Figura 18.  Perfil mediante CLAE-DAD de la fracción H2O:MeOH (9:1 v/v) del medio LBmS 
estéril (rojo) y agotado de cultivos en agitación a 100 mL (verde) y 1000 mL (azul) a 210 nm, 
donde se observan señales a 3.5 y 15.5 minutos, aparentemente de origen microbiano. 
 
2.3.3. Co-cultivos  
 
Al realizar co-cultivos entre F54 y F9 en B1, MOLP y LBmS no se detectó ni actividad 
ni diferencias en los perfiles de CLAE-DAD, por lo que se descartó esta posibilidad de 
cultivo para la producción de compuestos con actividad antimicrobiana. También se 
obtuvieron resultados negativos en los bioensayos realizados a  los caldos de cultivo 
agotados de  los cocultivos de F9 y F54 con los microrganismos patógenos 
mencionados (datos no mostrados). 
 
Al parecer, en las condiciones de trabajo de nuestros ensayos, en ninguno de los 
medios de cultivo se generó  una competencia por espacio o nutrientes que 
estimulara a F9 o F54 a aumentar la producción de  antibióticos,  así  como  tampoco  
hubo  estimulación por  parte de  las moléculas señalizadoras de las cepas co-
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cultivadas.  En el caso de los medios B1 y MOLP puede deberse a que, al ser 
medios enriquecidos, no se logra estimular la competencia por nutrientes a las 96 horas 
pues no se han acabado las reservas de C y N disponibles. 
 
En  el  caso  del  co-cultivo  con  los  microrganismos  patógenos,  puede  deberse  a  
que  no  son microrganismos que convivan en condiciones naturales, por lo que (i) las 
cepas patógenas podrían no ser susceptibles a los antibióticos producidos por F9 y 
F54 o (ii) las moléculas de señalización producidas   por   los   microrganismos   
patógenos   utilizados   no   estimulan   la   producción   de antibióticos por parte de F9 
y F54. Esto último se debe a que los sistemas de quorum sensing se basan en 
receptores que se unen selectivamente a las moléculas señalizadoras producidas por 
los microorganismos circundantes, por lo que  no necesariamente todas las moléculas 






Habiendo  seleccionado  previamente  las  cepas  F9  y  F54  para  la  producción  de  
compuestos bioactivos, se evaluaron 8 medios de cultivo adicionales para determinar 
si en alguno de ellos se podría   potencializar  la  producción  de  antibióticos.  Para  
esto,  se  realizó  la  extracción  de compuestos a partir de los caldos de cultivo 
agotados mediante el uso de resina Diaion HP20®  y se fraccionaron los  extractos 
mediante el uso de cartuchos de EFS empacados con resinas de fase reversa RP-
18. Así, el análisis de extractos y fracciones mediante CLAE-DAD permitió 
seleccionar los medios B1, LBmS y MOLP para F9, al detectar señales 
correspondientes a compuestos de origen  microbiano, ausentes en las muestras de 
medios estériles. Para el caso de F54, no se observaron diferencias notables en los 
perfiles de CLAE obtenidos a partir de fracciones de medios estériles y agotados, por 
lo que la cepa fue descartada para la posterior producción y aislamiento de 
metabolitos. 
 
Adicionalmente, se evaluaron cultivos estáticos y en movimiento, y de 100 y 1000 
mL en los medios  elegidos para F9, optando por cultivos de 100 mL y en agitación 






Otro parámetro evaluado para la estimulación de la producción de antibióticos por 
parte de F54 y F9 fue el co-cultivo entre ellas y con microrganismos patógenos, 
obteniendo resultados negativos en  los  bioensayos  realizados,  lo cual  sugiere  que 
en  las  condiciones  evaluadas  no  se  genera competencia  por  espacio   y/o  
nutrientes  en  los  cultivos  realizados,  que  las  moléculas  de señalización 
producidas pueden no ser detectadas por los sistemas de quorum sensing de F9 y F54, 
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3. Capítulo 3 
Producción y aislamiento de metabolitos secundarios  a partir de 
Bacillus clausii F9 
 
3.1. MARCO TEÓRICO 
 
3.1.1. Género Bacillus 
 
El  género  Bacillus  incluye  bacterias  aerobias  de  morfología  bacilar,  gram  positivas,  
mótiles mediante flagelos perítricos y capaces de producir endosporas, altamente 
resistentes a condiciones  ambientales desfavorables. Dentro de este género se conocen 
algunos patógenos, como es el caso de B. anthracis en humanos o B. thuringiensis y B. 
sphaericus en algunos insectos, y otras especies que han sido  ampliamente utilizadas en 
biotecnología, como es el caso de B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B.  licheniformis 
(Sansinenea y Ortiz, 2011). Las bacterias de este género  son  consideradas  industrias  
microbianas  para  la  producción  de  un  amplio  rango  de moléculas biológicamente 
activas, además de estar presentes en numerosos ecosistemas, donde logran controlar 
infecciones en los organismos a los que se asocian, como es el caso de las cepas 
asociadas a plantas (Ongena y Jacques, 2005). 
 
Dentro de sus metabolitos secundarios se han reportado, en su mayoría, péptidos de 
bajo peso molecular que son sintetizados mediante mecanismos ribosomales y no 
ribosomales. Sin embargo, varias  especies producen otro tipo de compuestos, como 
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terpenos y policétidos (Mannanov y Sattarova, 2001;  Hamdache et al, 2011). A 
continuación se presenta una breve descripción de metabolitos peptídicos y no 
peptídicos descritos para este género y posteriormente se muestran los reportes 
relacionados con actividad antimicrobiana de Bacillus clausii, la cepa trabajada para el 
aislamiento de metabolitos secundarios. 
 
3.1.1.1. Metabolitos reportados para el género Baci llus 
 
3.1.1.1.1. Metabolitos de tipo peptídico 
 
En el género Bacillus se han reportado numerosas bacteriocinas que, como se ha 
mencionado anteriormente,  son  compuestos  de  naturaleza  peptídica  de  origen  
ribosomal  con  actividad antimicrobiana  que  hacen  parte  del  sistema  de  defensa  
bacteriano.  Adicionalmente,  se  han reportado  lantibióticos  (péptidos  con  enlaces  
tioéter  interresiduos)  (Figura  2)  y  lipopéptidos (Figura 3), siendo éstos últimos, péptidos 
con una gran diversidad estructural reflejada en el tipo y secuencia de residuos de  
aminoácidos, la naturaleza de la ciclación del péptido, y la longitud y ramificación de la 
cadena de ácido graso (Sansinenea y Ortiz, 2011; Ongena y Jacques, 2005). 
 
3.1.1.1.2. Metabolitos no peptídicos 
 
Dentro de los metabolitos de tipo no peptídico se han reportado policétidos, terpenos y 
otro tipo de metabolitos misceláneos, incluyendo aminoazúcares y fosfolípidos. 
 
Dentro de los policétidos se encuentra el Bacillaeno (Figura 19.A), producido por 
numerosas cepas de B. subtilis y B. amyloliquefaciens en cultivos líquidos y que muestra 
actividad antimicrobiana frente a  numerosos patógenos humanos como S. aureus, K. 
pneumoniae y S. marscecens. Este compuesto inhibe  la síntesis de proteínas en 
procariotas, mostrando actividad bacteriostática frente a un amplio rango de bacterias 
(Hamdache et al, 2011). 
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Figura 19. Algunos metabolitos no peptídicos del género Bacillus. A. Bacillaeno. B. Esqueleto 
de macrolactinas. C. Pumilina. D. Cispentacina. Tomado y adaptada de Hamdache et al, 2011 
 
 
También  se  han  reportado  policétidos  con  estructuras  de  tipo  macrólido,  conocidos  
como macrolactinas (Figura 19.B), que fueron aislados por primera vez de una cepa de 
Bacillus sp. de origen  marino. Hasta el momento, se han reportado al menos 17 
macrolactinas, algunas de las cuales han mostrado actividad antimicrobiana frente a E. 
coli, S. aureus y B. subtilis (Hamdache et al, 2011). 
 
Dentro de los terpenos se han reportado sesquiterpen lactonas con actividad antibiótica, 
como es el caso de la pumilina (Figura 19.C), aislada a partir de una cepa de B. 
pumilus. Este compuesto presenta  actividad  frente  a  bacterias  gram  positivas  y  una  
actividad  citotóxica  alta  frente  a diferentes  líneas   celulares  tumorales  humanas.  Así  
mismo,  se  han  reportado  antibióticos pequeños con estructuras  bastante sencillas 
como es el caso de la cispentacina (Figura 29.D), aislada a partir de cultivos de B. 
cereus y que presenta actividad inhibitoria débil frente a levaduras (Hamdache et al, 2011). 
 
3.1.1.2. Actividad antimicrobiana de Bacillus clausii 
 
Bacillus clausii es un microorganismo que, al igual que otras especies del género Bacillus, 
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se ha encontrado tanto en ambientes marinos como en ambientes terrestres. Actualmente 
se utiliza como probiótico, microorganismos vivos que confieren beneficios a la salud del 
hospedero cuando se suministran  en cantidades adecuadas. Varias especies de Bacillus 
han sido utilizadas como probióticos, incluyendo Bacillus clausii, debido a que presentan 
mecanismos de resistencia frente a antimicrobianos y éstos se  suministran a pacientes 
en tratamiento con antibióticos (Cutting, 2011). 
 
 
Sin embargo, no existen muchos reportes acerca de la actividad antimicrobiana de esta 
especie, ni tampoco  acerca  de  los  compuestos  responsables  de  ésta,  a  pesar  de  
que  se  utiliza  para  el tratamiento  de   diversas  enfermedades  intestinales  infecciosas  
sugiriendo  la  producción  de compuestos antibióticos. En un estudio realizado en el 2004 
por Urdaci y colaboradores, se evaluó la  actividad de  cepas probióticas  de  B.  clausii 
mediante  el  uso  de (i)  enfrentamiento  in vivo utilizando cepas de Salmonella y  
Staphylococcus como bacterias de prueba, donde se observó actividad solo frente a 
éstas últimas; y (ii) difusión en agar del caldo de cultivo agotado frente a múltiples 
patógenos humanos, obteniendo  únicamente inhibición del crecimiento de bacterias 
gram  positivas,  mientras  que  los  hongos  y   bacterias  gram  negativas  evaluadas  no  
fueron susceptibles a los compuestos presentes en el caldo de  cultivo agotado. Se 
determinó que la producción  de  compuestos  con  actividad  antimicrobiana  está  
relacionada  con  el  proceso  de esporulación, con una producción máxima de antibióticos 
al alcanzar una tasa de esporulación del 60%. La caracterización de los compuestos 
antibióticos incluyó ensayos con proteinasa K, lipasa, quimiotripsina, entre otras, además 
de someter los caldos de cultivo al calor. Así, se determinó que los  compuestos eran 
termoestables (85°C) y que no eran sensibles a la p resencia de las enzimas   
anteriormente  mencionadas.  Sin  embargo,  no  se  realizaron  aproximaciones  a  la 
elucidación estructurales a los compuestos responsables de la actividad reportada. 
 
En otro estudio del 2008 realizado por Asha y colaboradores con cepas de origen 
ambiental, se realizó el aislamiento de una cepa de Bacillus clausii a partir de muestras 
de agua de mar de las costas del sur de la India, a partir de la cual se variaron 
condiciones de cultivo para determinar su actividad  antimicrobiana   frente  a  diferentes  
patógenos  humanos,  observando  inhibición  de crecimiento  de  E.  coli,  Salmonella   
typhi,  Pseudomonas  aeruginosa,  Vibrio  cholerae,  Vibrio parahaemolyticus, 
Staphylococcus aureus,  Aspergillus niger, Candida albicans, entre otros, por parte del 
caldo de cultivo agotado de Bacillus clausii. Sin embargo, se plantea que los compuestos 
responsables de la actividad antimicrobiana son aminados por la presencia de señales 
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entre 9 y 15 ppm en 1H-RMN de los caldos de cultivo agotados, pero no se aislaron los 
compuestos observados en el espectro del caldo de cultivo (Asha et al., 2008). 
 
En otro estudio con cepas de B. clausii aisladas de sedimentos marinos de la India, 
también se reporta la  actividad antimicrobiana de los extractos crudos obtenidos a partir 
de los caldos de cultivo agotados frente a diferentes especies de Vibrio, Staphylococcus, 
Klebsiella, entre otros. Sin embargo, tampoco se hacen estudios de elucidación estructural 
a los antibióticos producidos por las cepas estudiadas (Nithya y Pandian, 2010). 
 
Hasta nuestro conocimiento, el único compuesto reportado para esta especie es la 
clausina, un lantibiótico de 2107.5 Da (Figura 20) que presenta actividad antimicrobiana 
únicamente frente a microorganismos  gram  positivos.  Su  extracción  se  realizó  
mediante  el  uso  de  cartuchos  de extracción  en  fase  sólida  RP-18  y  su  purificación  
mediante  el  uso  de  CLAE  en  fase  reversa (Bressolier et al, 2009). 
 
 
                                  Figura 20. Estructura del lantibiótico clausina. 
 
De la revisión anterior, es evidente que aunque se ha reportado la producción de 
compuestos con actividad  antimicrobiana por parte de diversas cepas pertenecientes a 
esta especie, no existen muchos reportes acerca de su aislamiento y elucidación 
estructural. Por tanto, el trabajo realizado representa un gran aporte para la caracterización 
de los metabolitos mayoritarios producidos por esta   cepa   aislada  de  
Pseudopterogorgia  elisabethae,  bajo  las  condiciones  de  cultivo  aquí empleadas,  
mostrando así potencial biotecnológico para la producción de metabolitos de esta cepa. 
 
3.2. METODOLOGÍA  
 
3.2.1. Procedimientos generales  
 
Se utilizó el equipo de CLAE descrito en el capítulo 1 (Página 16), manteniendo las 
condiciones y solventes utilizados previamente. 
 
Los análisis de CL-EM de baja resolución se realizaron en un equipo Shimadzu® LCMS-
2010 con bomba  LC-10ADvp, detector UV SPD-10Avp y detector de masas LCMS-
Capítulo 3 55
 
2010EV. Se manejó el mismo gradiente utilizado en CLAE con un flujo de 1mL/min y la 
detección se realizó a 210 y 270 nm. En el espectrómetro de masas se utilizó electrospray 
(ESI) como fuente de ionización, con un voltaje de detección de 1.5 kV. La  temperatura 
del CDL y los bloques de calentamiento fue de 200°C  y el flujo del gas nebulizador (N2) 
fue de 1.5 L/min. 
 
 
Para los análisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se utilizó un equipo Bruker 
AVANCE III de 300 MHz. Se usaron solventes MeOD, DMSO-d6  y D2O. Se calibraron los 
espectros con la señal residual del solvente en uso para cada caso. 
 
Para las cromatografías en columna se utilizó sílica gel de tamaño de partícula 0.040 – 
0.063 mm y como  solventes hexano, acetato de etilo y metanol grado analítico marca 
Scharlau y Merck. Se utilizaron placas  cromatográficas de sílica gel 60 F254  Merck® y 
como reveladores se emplearon Ninhidrina  y  TDM,   específicos  para  aminas  
primarias  o  secundarias  y  enlaces  peptídicos, respectivamente (Anexo 2). 
 
La  cromatografía  en  contracorriente  de  alta  velocidad  (CCCAV)  se  realizó  en  
condiciones isocráticas utilizando como sistema CHCl3/EtOH/MeOH/H2O (5:3:3:4 en 
volumen), siendo la fase móvil la fase inferior y la fase estacionaria la fase superior (Oka 
et al., 1998). El flujo manejado fue de 2.5 mL/min y las fracciones recolectadas fueron de 5 
mL. 
La  evaluación  de  actividad  antimicrobiana  por  el  método  de  microdilución  se  realizó  
de  la siguiente manera (Valgas et al., 2007): 
 
a.   Inóculo:  una  solución  del  microorganismo  con  una  turbidez  similar  al  tubo  
0.5  de 
 
MacFarland fue diluido 1:10 con caldo de cultivo. 
 
b.   Compuestos: Los compuestos fueron disueltos en 10 µL de DMSO y diluidos 
con caldo Mueller hinton (para S. aureus y E. coli) o Sabouraud dextrosa (para S. 
cerevisiae) a una concentración  de  2mg/mL.  Posteriormente  se  realizaron  
diluciones  seriadas  1:2  con adición de medio de cultivo para alcanzar 
concentraciones entre 2 a 0.0156 mg/mL. 
c. Solución de antibióticos: la solución de tetraciclina (para S. aureus y E. coli) 




100 µL de cada dilución de (b) fueron distribuidos en placas de 96 pozos para 
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posteriormente adicionar 10 µL de inóculo; adicionalmente se tuvo un control de esterilidad 
(100 µL de caldo), un control  de  crecimiento  (100  µL  de  caldo  +  10  µL  de  inóculo)  y  
un  control  de  inhibición  de crecimiento (100 µL de caldo + 10 µL de inóculo + 10 µL de 
solución de antibiótico).  Cada uno fue realizado por triplicado. 
 
 




3.2.2. Producción de extracto  
 
Habiendo  seleccionado   las  condiciones  para  la  producción  de  compuestos  con  
actividad antimicrobiana utilizando las metodologías previamente descritas en el capítulo 2, 
se realizaron los cultivos   necesarios   para   la   obtención   de   extracto   de   forma   
masiva   para   el   posterior fraccionamiento, aislamiento e identificación de los 
compuestos producidos por Bacillus clausii F9. 
 
3.2.3. Fraccionamiento de los extractos crudos obte nidos  
 
Para seleccionar la metodología más adecuada para el posterior fraccionamiento de los 
40 g de extracto  crudo se realizó la comparación entre columnas flash en fase reversa 
RP-18, utilizando como fase móvil H2O/MeOH (9:1) hasta MeOH 100%, y fase normal, 
empleando como fase móvil hexano hasta MeOH/H2O (1:1). La comparación se realizó con 
500 mg del extracto crudo obtenido a partir del cultivo de Bacillus clausii F9 en el medio de 
cultivo MOLP. 
Adicionalmente, se evaluó la cromatografía en contracorriente de alta velocidad 
(CCCAV) con inyecciones de 1 g por vez, bajo las condiciones descritas anteriormente. 
 
El seguimiento del proceso de fraccionamiento se realizó mediante el uso de CLAE-DAD 
bajo las condiciones  anteriormente  mencionadas  (página  16)  y  de  cromatografía  
líquida  acoplada  a espectrometría de masas de baja resolución (CL-EM). 
 
3.3. Resultados y discusión  
 
3.3.1. Producción de extractos  
 
Previamente,  se  seleccionaron  las  condiciones  para  la  producción  de  extractos  con  
actividad antimicrobiana por parte de la cepa F9, en los medios B1 y MOLP usando 
como condiciones de cultivo un volumen de 100 mL y agitación (100 rpm), y para el medio 
LBmS usando 1000 mL como volumen de cultivo y agitación (100 rpm). A partir de estas 
condiciones, se procedió a obtener la cantidad de extracto  suficiente que permitiera 
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realizar un estudio químico de su composición mediante el uso de resina  diaion HP20® 
para la extracción de los compuestos presentes en los caldos de cultivo libres de 
biomasa y  el posterior aislamiento de los compuestos presentes. De esta manera se 
obtuvieron las cantidades reportadas en la Tabla 7. 
 
Tabla 7. Extracto producido a partir de Bacillus clausii F9 en los medios y condiciones 
de cultivo seleccionados. 
 
 
Medio de cultivo  
 
Condiciones  No. de 
repeticiones  
 
Extracto (g)  
 






















3.3.2. Fraccionamiento de los extractos crudos  
 
Como se mostró en el capítulo 2, la selección del medio y las condiciones de cultivo para la 
cepa de Bacillus   clausii  F9  se  realizó  utilizando  un  fraccionamiento  cromatográfico  
en  fase  reversa mediante el uso  de  cartuchos de extracción en fase sólida RP-18 
para el posterior análisis de fracciones mediante CLAE. Sin embargo, al realizar un 
fraccionamiento preliminar de 500 mg del extracto crudo de F9 en MOLP por  
cromatografía en columna flash RP-18 para obtener las 3 fracciones respectivas para el 
posterior aislamiento de metabolitos, se observó que, comparado con el fraccionamiento 
previamente ensayado, la fracción H 2O:MeOH (1:1), al igual que la fracción 
H 2O:MeOH (9:1), está saturada  de componentes del medio de cultivo remanentes en 
el extracto crudo, los cuales no permiten la visualización de los metabolitos de origen 
bacteriano (Figura 21). Adicionalmente, el análisis por CLAE-EM de la fracción MeOH 
mostró iones detectados en la fracción metanólica del medio de cultivo estéril, como  es 
el caso de 549.15 m/z, 482.05 m/z, 581.10 m/z, 513.20 m/z, indicando que este método 
de fraccionamiento no permite ver señales diferentes a las del medio de cultivo. Además, 
el bioensayo de evaluación de actividad antimicrobiana frente a las cepas de prueba 
anteriormente utilizadas, demostró  que ninguna de las fracciones presentaba actividad 
inhibitoria de crecimiento. 
 
Los resultados anteriores muestran que este método no es apropiado para el 
fraccionamiento de los extractos a mayor escala, pues en el capítulo 2 tanto los perfiles 
cromatográficos observados, como la  actividad antimicrobiana detectada, se logró 
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fraccionando cantidades pequeñas de los extractos (20 – 50 mg aproximadamente). 




Figura 31. Perfiles de CLAE a 214 nm de las fracciones obtenidas mediante columna RP-18 
del extracto crudo de F9 en MOLP. 
 
Se decidió realizar el fraccionamiento preliminar en fase normal del extracto para 
determinar si de esta manera se podían separar los metabolitos de menor polaridad de los 
extractos y si se podía detectar actividad inhibitoria de crecimiento frente a las cepas de 
referencia. 
 
A partir de una cromatografía en columna flash en sílica gel de 500 mg de extracto 
crudo de la cepa F9 en MOLP y B1 se obtuvieron 11 fracciones (Tabla 8) a las cuales se 
les realizó el ensayo de actividad antimicrobiana por el método de difusión en agar 
frente a E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 33591 y S. cerevisiae, cuyos resultados se 
presentan en la Tabla 8. 
 
Tabla 8 . Actividad antimicrobiana (por duplicado) de las fracciones obtenidas a partir del fraccionamiento en 
fase normal de los extractos crudos F9MOLP y F9B1. Las fracciones activas frente a los 3 microorganismos 










Halos de inhibición  (mm)   
Fracciones  
 
F9B1 (mg)  
Halos de inhibición  
 
(mm)  
E.c S.a S.c E.c S.a S.c 
1 Hex 100% 2 - - - 3.1 4/2 - - 
2 Hex:AcOEt 9:1 6.4 - - - 8.5 4/3 2/2 - 




4 Hex:AcOEt 1:1 2.9 2/2 <1 - 7.8 3/2 - - 
5 Hex:AcOEt 2:8 3 - - - 9.5 2/3 2/2 - 
6 AcOEt 100% 5.3 5/3.5 <1 - 3.8 4/6 - - 
7 AcOEt:MeOH 8:2 10.6 5/5 - - 8.2 4/2 3/4 - 
8 AcOEt:MeOH 7:3 7.7 5/6 3/1 - 11.1 - - - 
9 MeOH 113.6 - - - 111.3 - - - 
10 MeOH:H2O 9:1 156.7 - - - 31 - - - 
11 MeOH:H2O 1:1 127.4 - - - 230.5 - - - 
 
E.c: E. coli ATCC 25922 
S.a: S. aureus ATCC 33591 
S.c: S. cerevisiae. 
Evaluación de actividad con 300 µg de fracción/pozo. 
 
 
Con base en estos resultados, donde se observa actividad en diferentes fracciones 
obtenidas mediante fraccionamiento en fase normal comparado con la ausencia de 
actividad obtenida en las fracciones  de  RP-18,  se  decidió  realizar  el  fraccionamiento  
de  la  totalidad  de  los  extractos mediante cromatografía en columna flash (CCF) en 
fase normal utilizando sílica gel y empleando como fase móvil los solventes descritos en 
la Tabla 8. 
A continuación se describe el tratamiento que recibieron las fracciones obtenidas 
mediante CCF en sílica gel y CCCAV para el aislamiento de los metabolitos obtenidos. 
 
3.3.3. Aislamiento e identificación de metabolitos producidos por 
Bacillus clausii F9 
 
3.3.3.1.  Compuestos aislados del Medio MOLP 
 
En la Figura 22 se presenta el diagrama de aislamiento que permitió obtener el 
compuesto 1 y la detección  de otras fracciones cuyos análisis por RMN indican la 
presencia de otros compuestos minoritarios que no pudieron ser aislados en 
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3.3.3.1.1. Compuesto 1 
 
El compuesto 1 se obtuvo como un sólido amarillo con punto de fusión de 134°C + 1°C. 
Mostró un ión en m/z de 487 en su espectro de masas de baja resolución en ESI en 
modo positivo, además de los iones en m/z 443, 373 y 267 (Figura 23). 
 
 
                        Figura 23. Espectro de masas del compuesto 1 en ESI. 
 
Su espectro de RMN-1H (300 MHz, MeOD) (Tabla 9, Anexo 3) mostró diez señales 
características de protones sobre carbonos enlazados a heteroátomos, posiblemente 
oxígenos y/o nitrógenos, con desplazamiento asignados con la ayuda del experimento 
HSQC en δH 4.55 (1H, m), δH  4,51, (1H, m), δH  4.47 (1H, m)δH  4.39 (1H, ddd, J = 1.7, 5.9, 
11.8 Hz), δH 4.29 (1H, t, J = 4,7 Hz), y 4.19 (1H, m), δH  3.72 (1H, dd, J = 5, 13.1 Hz), δH  
3.64 (1H, dd, J = 4.4, 14.4 Hz), δH  3.45 (1H, d, J = 14.4 Hz), δH  3.30 (1H, d sobrelapado 
con la señal del metanol); señales en δH  3.19 (1H, d, J  =  5.0  Hz)  y  δH   3.18  (1H,  d,  J  
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=  5.0  Hz)  características  de  un  metileno  alifático  altamente desportegido; además de 
señales en δH  2.29 (1H, ddt, J = 1.4, 6.7, 13.4 Hz), δH  2.12 (1H, m), δH  2.06 (1H, m), δH  
2.00 (1H, m), δH  1.93 (1H, m), δH  1.89 (1H, m), δH  1.51 (1H, t, J = 8.0 Hz), δH  1.38 (1H, 
ddd,  J  =  4.6,  11.8,  13  Hz)  correspondientes  a  protones  de  metinos  y  metilenos  
alifáticos  y finalmente señales en δH   0,99 (3H, d, J = 1.8) y δH   0.96 (3H, d, J = 1.8) que 
por su constante de acoplamiento corresponden a los dos metilos de un grupo isopropilo. 
 
El espectro de RMN-13C (75 MHz, MeOD) junto con el experimento DEPT (Anexo 3), 
mostraron 25 señales  que corresponden a 4 carboxilos de éster o de amida (δC   171.7, 
169.8, 167.6 y 165.6), señales para los carbonos de un anillo aromático (δC  136.0, 128.1 
x 2, 129.6 x 2 y 126.7); señales para 8 carbonos unidos a heteroátomos (δC  67.7, 67.1, 
57.3, 56.9, 56.1, 53.8, 53.7, 53.1); señales para 5 metilenos alifáticos (δC  37.4, 36.5, δC  
36.7, δC  37.9, 24.3) y dos metilos (δC  21.9 y δC  20.8). La asignación de las señales de los 
espectros  de RMN-1H y 13C se realizó por experimentos HSQC sensibles a la fase 
(Anexo 2). 
 
La  elucidación  estructural  del  compuesto  1  se  apoyó  en  las  correlaciones  
observadas  en  los experimentos COSY y HMBC a partir de las cuales se logró 
establecer la presencia de cuatro subunidades correspondientes a los aminoácidos 
fenilalanina (Phe), leucina (Leu), γ-hidroxiprolina conocida como hidroxiprolina (Hyp) y β-
aminoprolina (βAmp) (Figura 24). Esta última abreviatura fue asignada por nosotros 
debido a la que sólo existen reportes de la γ-aminoprolina (Amp). Las señales 
correspondientes para cada subunidad de aminoácido se presentan en la Tabla 9. 
 
La secuencia del péptido se estableció mediante las correlaciones observadas en HMBC 
del protón asignado a la posición δ de la hidroxiprolina en δH   3.72 con el carboxilo de la 
fenilalanina en δC 165.6, la correlación del protón sobre el carbono α de la fenilalanina en 
δH  4.51 con el carboxilo en δC  171.7 del residuo de la β-aminoprolina y finalmente la 
correlación un protón del carbono δ de la β-aminoprolina  en  δH    3.64  con  el  carboxilo  
del  residuo  de  leucina  en  δC    167.6.  Estos  datos permiten proponer la secuencia Hyp-
Phe-βAmp-Leu para el compuesto 1. 
A partir del ión en m/z 487 observado en el espectro de masas en modo positivo, se plantea 
que el compuesto   1   deberá  tener   una  estructura  cíclica,  uniendo  el  residuo  de  
leucina  al  de hidroxiprolina, por lo cual se plantea la estructura propuesta en la Figura 
35, donde se observan las correlaciones anteriormente descritas. Adicionalmente, en el 
espectro de masas se observan los iones en m/z 443 correspondientes a la pérdida de 44 
u asignable a la apertura del compuesto cíclico  y  posterior  pérdida  de  CO,  el  ión  en  
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m/z  373  que  debe  su  intensidad  a  que  podría representar la pérdida del residuo de 
hidroxiprolina [M-Hyp] o la pérdida del residuo de leucina el ión [M-Leu]+. Además, se 
observa el ión en m/z 267 que podría corresponder al fragmento Hyp- Phe - H2O+ Na]
+. 
El anterior análisis de los iones observados en el espectro de masas confirma la 
secuencia y la estructura cíclica propuesta para el compuesto 1. 
 






Desafortunadamente, a pesar de haber intentado observar la correlación entre el protón α 
de la leucina en δH  4.19 con el carboxilo del residuo de hidroxiprolina en δC  169.8, 
utilizando HMBC con diferentes  valores  de  J  (10,  7.5,  5  y  3  Hz),  además  de  tomar  




Figura 24. Acoplamientos H-H observados por COSY (     ) y C-H observados por HMBC ( ) en los 4 
aminoácidos presentes en 1. A. Leu. B. Phe. C. Hyp. D. Amp. 
 
 
Figura 25. Compuesto 1, donde se observan las correlaciones observadas en HMBC que 
permitieron la unión de las subunidades. 
 
La revisión de literatura y de la base de datos Scifinder, permitió determinar que el 
compuesto 1 no ha sido previamente reportado, siendo ésta la primera vez que se aísla e 
identifica a partir de fuentes  naturales. Sin embargo, se encontró un reporte de un 
compuesto obtenido a partir de cultivos de Pseudoalteromonas sp. aislada de la esponja 
marina Halisarca ectofibrosa (Rungprom et al, 2008), cuya  secuencia Phe-Pro-Leu-Pro 
es similar a la del compuesto 1. La presencia de aminoácidos no  proteinogénicos en su 
estructura, como la γ-hidroxiprolina y la β-aminoprolina, indica que el tetrapéptido aislado 
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3.3.3.1.2. Compuesto 2 
 
Por otro lado, tal como se mencionó en la metodología, se evaluó la técnica de CCCAV 
para el aislamiento de compuestos producidos por la cepa F9. Se realizaron 3 
inyecciones de 1 g de extracto crudo de F9 en MOLP, donde se recuperaron en la fase 
estacionaria 0.83 g en promedio por cada  inyección.  Se obtuvieron entre 90 y 100 
fracciones en cada proceso de separación. A partir de este  proceso se pudo aislar el 
compuesto 2 (2 mg), cuyo diagrama de aislamiento se observa en la figura 26. 
 
 
Figura 36. Diagrama de aislamiento del compuesto 2 a partir de extracto crudo de F9 en MOLP. 
 
El compuesto 2 fue obtenido como un aceite amarillo. Su espectro de masas de baja 
resolución en ESI mostró un ión [M+H]+  en m/z 245 y un ión aducto en m/z 286 
correspondiente a [M+Na+H2O]




Figura 27. Espectro de masas del compuesto 2. 
 
El espectro de RMN 1H (300 MHz, D2O) (Anexo 4) de 2 muestra señales para protones de 
un anillo aromático en δH   7,33 (3H, m), 7.15 (2H, dd, J = 1.5, 8.0 Hz), además de 
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protones de carbonos unidos a heteroátomos en δH   4.43 (1H, dd, J = 4.3, 6.6 Hz); δH   
3.90 (1H, ddd, J = 2.2, 5.9, 11.5); Adicionalmente, se observan señales de protones para 
metinos y metilenos alifáticos en δH   3.34 (1H, m); δH  3.20 (1H, m); δH  3.13 (1H, dd J= 4.6, 
14.1 Hz); δH  2.95 (1H, dd J= 4.6, 14.1); δH  1.83 (1H, m); δH  1.60 (1H, m); δH  0.60 (1H, m). 
 
A partir  de  los  espectros  de  HSQC  y  HMBC  (300  MHz,  D2O) (Anexo  4)  del  
compuesto  2  se observaron señales para 14 carbonos que corresponden a 2 carboxilos de 
éster o amidas (δC  165.7 y 166.1),  señales para los carbonos de un anillo aromático (δC    
127.1, 128.5, 129.8 y 135.1) y señales para 3 carbonos unidos a heteroátomos (δC  58.4, 
56.4 y 44.4), además de señales para 3 metilenos (δC  37.7, 27.4 y 21.1). 
 
Mediante el  análisis  del espectro  HMBC  se  determinó  la presencia  de  un residuo  de  
prolina mediante la correlación de los protones del carbono δ en δH  3.34 y δH  3.20 con el 
carbono α en δC 58.4, similares a las observadas en el compuesto  1. Además se 
identifico la presencia de un residuo de fenilalanina por las correlaciones los protones del 
anillo aromático con el carbono en δC 37.7 y  los  protones  asignados  a  este carbono  en 
δH    2.95 y 3.13  con los carbonos  del  anillo aromático y con el carbono α en δC  56.4. 
Los datos espectroscópicos en RMN y EM arriba descritos coinciden con los descritos 
para la dicetopiperacina (L)-Prolina-(L)-Fenilalanina (Figura 28), con una fórmula de 
C14H16N2O2  y un peso molecular de 244.29 u (Wang et al, 2010). Este tipo de compuestos 
se han reportado en esponjas marinas y su microflora asociada, y algunos tejidos y fluidos 
corporales. Se ha descrito su actividad antimicrobiana, antiviral, antitumoral y estimulante 
de crecimiento vegetal (Wang et al, 2010). 
 
             Figura 28. Compuesto 2, aislado a partir del extracto de F9 en MOLP. 
 
Hasta nuestro conocimiento, este compuesto no se ha reportado en Bacillus clausii, siendo 
éste el primer   reporte  de  dicetopiperacinas  en  cepas  pertenecientes  a  esta  especie,  
pues  se  han reportado en otras especies de este mismo género, como es el caso de B. 
subtilis (Lu et al, 2009; Wang et al, 2010). 
 
Aunque el origen de las dicetopiperacinas (DCPs) se ha cuestionado debido a que este 
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tipo de estructuras se han encontrado como artefactos que pueden generarse por el 
calentamiento del medio  de  cultivo  (proceso  de  esterilización),  se  han  reportado  
genes  que  intervienen  en  la biosíntesis de este tipo de compuestos en Streptomyces 
sp, por lo que se sabe que, este tipo de compuestos podrían ser de  origen microbiano 
(Furtado et al, 2005; Sioud et al, 2007). Por esta razón, se realizó la búsqueda de este 
ion en los extractos obtenidos a partir del medio de cultivo estéril mediante CL-EM, sin 
detectarlo, indicando que este compuesto es producido por la cepa F9. 
 
Se ha demostrado que las DCPs participan como moléculas señalizadoras de la 
comunicación bacteriana (quorum sensing) imitando la función de las AHLs, al interactuar 
con el receptor LuxR, cuyo  dominio N-terminal contiene el sitio de unión 3-oxo-C6- de las 
HSLs, que al unirse con un ligando, genera  un cambio conformacional que facilita la 
interacción con el sitio de unión C- terminal del ADN objetivo. Pueden actuar como 
agonistas o antagonistas, según la DCP, la cepa y el fenotipo. En el caso de la 
bioluminiscencia del biosensor E.coli (pSB401), se sabe que funcionan como  agonistas, 
mientras que  con  cepas  wild-type de  Serratia  liquefasciens, la  formación de colonias 
mótiles disminuye en presencia de DCPs. También se sabe que algunas pueden estimular 
la  producción  de  violaceina  en  Chromobacterium  violaceum.  Sin  embargo,  se  sabe  
que  las concentraciones requeridas de DCPs, en comparación con las requeridas de 
AHLs, es mucho mayor para  lograr modular la actividad de sistemas basados en 




3.3.3.2. Compuestos aislados del Medio B1 
 
En  la  Figura  29  se  observa  el  diagrama  de  aislamiento  utilizado  para  la  





En la figura 24 se presenta el diagrama de aislamiento que permitió obtener los 
compuestos 3, 4, 5 
 




Figura 29. Proceso de aislamiento de los compuestos 3, 4, 5 y 6 a partir del extracto obtenido del 





3.3.3.2.1. Compuesto 3 
 
El compuesto 3 fue obtenido como un sólido blanco. Su espectro de masas de baja 
resolución en Ionización por ElectroSpray (ESI) mostró un ión pseudomolecular [M+H]+  en 
m/z 223 (Figura 30). El espectro  de  RMN  1H (300  MHz,  MeOD)  del  compuesto  3  
(Anexo  5),  mostró  señales  para 4 protones de un anillo aromático p-disustituido en δH  
7.07 (2H, d, J = 8.6 Hz) y δH  6.71 (2H, d, J = 8.6 Hz), señales para un protón unido a 
heteroátomo en δH  4.23 (1H, dd, J = 4.8, 7.8 Hz), además de protones alifáticos en δH 
2.94 (1H, dd, J = 4.8, 14 Hz), δH  2.71 (1H, dd, J = 7.8, 14 Hz), δH  2.40 (1H, d, J = 1.6 Hz), 
δH   2.37 (1H, d, J = 1.6 Hz). Se observan también señales para dos metilos en δH   0.91 
(3H, d, J = 1.1 Hz), δH  0.88 (3H, d, J = 1.1 Hz). 
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                                 Figura 20. Espectro de masas del compuesto 3. 
 
 
A partir de los espectros de HSQC y HMBC (300 MHz, MeOD) (Anexo 5) del 
compuesto 3 se observan  señales para 12 carbonos asignadas a un carbonilo de 
aldehído o cetona (δC    214.6), carbonos de un anillo aromático (δC  129.3, 128.1, 114.3 y 
156.1), un carbono unido a heteroátomo (δC  77.49); señales para 3 metilenos (δC  23.6, 
38.7, 47.2) y los dos metilos observados en el protón con δC  21.7. 
 
Los datos obtenidos a partir de RMN concuerdan con los reportados para la 4-(S)- 
hidroxisatabacina (Figura 31), aislada a partir de cepas de Bacillus aisladas de muestras de 
suelo de Sardinia, Italia, con actividad antiviral frente al virus Herpes simplex tipo 1 




                  Figura 31. Compuesto 3 aislado a partir del extracto de F9 en B1. 
 
La  rotación óptica  del  compuesto  3  ([α]25D  = -33.241,  c  0.3,  CHCl3), mostro  ser  de  
magnitud comparable, pero de signo opuesto a la reportada para la 4-(S)-
hidroxisatabacina ([α]25D = +14, c 0.3,  CHCl3),  indicando  que  el  compuesto  aquí  
presentado  corresponde  al  enantiómero  del compuesto  previamente  aislado,  el  cual,  
de  acuerdo  a  la  revisión  hecha  en  el  SciFinder corresponde al primer reporte en la 







3.3.3.2.2. Compuesto 4 
 
El compuesto 4 (4 mg) se aisló como un polvo blanco y su espectro de masas de baja 




                               Figura 32. Espectro de masas de 4 obtenido en ESI. 
 
Su espectro de RMN 1H (300 MHz, MeOD) (Anexo 6) mostró señales para protones de 
un anillo aromático en δH  7.87 (2H, dt, J= 2.1, 8.9 Hz) y δH  6.84 (2H, dt, J= 2.1, 8.9 Hz), 
así como señales de protones de un metilo unido a un heteroátomo en δH  3.86 (3H, s). Su 
espectro de HMBC (Anexo 6) muestra señales para 8 carbonos asignados a un carboxilo 
de éster o de amida en δC  167.3, señales para un anillo aromático en δC   162.1, 131.3, 
114.7 y 120.7 y finalmente un metoxilo en δC   50.8. Las señales de carbonos aromáticos 
indican la disustitución de un anillo en posición para con un hidroxilo, debido al 
desplazamiento de δC  162.1. 
 
Los datos espectroscópicos del compuesto 4 descritos coinciden con el éster metílico 
del ácido para-hidroxibenzóico  (Figura  33),  también  conocido  como  metil  parabeno.  
Este  compuesto pertenece una serie de ésteres homólogos del ácido p-hidroxibenzoico, 
que incluyen al metil, etil, propil, isopropil,  butil, heptil y bencil-parebenos. Este tipo de 
compuestos son utilizados como preservantes  en   cosméticos,  alimentos  y  algunos  
medicamentos  por  su  potente  actividad antimicrobiana, usándolos solos o en 
combinación para potenciar su actividad. A medida que el largo de cadena aumenta, 
aumenta la actividad antimicrobiana aunque se reduce su solubilidad en agua, por lo que 
industrialmente el metil- y el propilparabeno son los más utilizados (Soni et al, 2005).  
 
Estos  compuestos, incluyendo  el  metil-parabeno,  han sido  reportados  previamente en 
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bacterias del género Microbulbifer asociadas a la esponja marina Leuconia nivea (Quévrain, 
et al, 2009), aunque no existen reportes adicionales de la síntesis de estos compuestos por 
parte de microorganismos, siendo éste el primer reporte para el género Bacillus. Sin 
embargo, es bien conocida   la  biosíntesis  de  su  precursor,  el  ácido  p-hidroxibenzóico,  
por  parte  de  varios microorganismos,  como  es  el  caso  de  Saccaromyces  cerevisiae y 
Mycobacterium  tuberculosis, entre otros, teniendo en cuenta que es un precursor para la 
síntesis de la ubiquinona (Krömer et al, 2012; Stadthagen et al, 2006). 
 
 
              Figura 33. Compuesto 4 aislado a partir del extracto de F9 en B1. 
 
3.3.3.2.3. Compuesto 5 
 
El compuesto 5 (1.4 mg) se aisló como un polvo blanco y su espectro de masas de baja 










Su espectro de RMN 1H (300 MHz, MeOD) (Anexo 7) mostró señales para los 4 
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protones de un anillo aromático p-disustituido en δH  7.94 (2H, dt, J= 8.9, 2.8 Hz) y δH  6.83 
(dt, J= 8.9, 2.8 Hz) y, una señal de un  protón de carbono unido a un heteroátomo en δH   
4.12 (1H, m) y señales para dos metilos en δH  1.25 (3H, d, J= 6.3) y δH  1.31 (3H, d, J= 
6.3). 
Los datos de RMN 1H y EM obtenidos para compuesto 5, corresponden a los del éster 
isopropilico del   ácido   4-hidroxibenzóico,   también   conocido   como   isopropilparabeno   
(Figura   35).   Este compuesto ha sido descrito también en el género Microbulbifer aislada 
de una esponja marina, tal como se describió  previamente (Quévrain, et al, 2009), pero 
no existen reportes en el género Bacillus, siendo éste el primer reporte de este compuesto 
en este género. 
 
Figura 35. Compuesto 5 aislado a partir del extracto de F9 en B1. 
 
 
3.3.3.2.4. Compuesto 6 
 
El compuesto 6 (2.1 mg) se aisló como un polvo blanco y su espectro de masas de baja 
resolución en ESI  mostró un ión molecular [M]+  en m/z 180 y un ión pseudomolecular 





Figura 36. Espectro de masas en ESI del compuesto 6. 
 
Su espectro de RMN-1H (300 MHz, MeOD) (Anexo 8) mostró señales muy similares a 
las de los compuestos 4 y 5 indicando que se trataba de un parabeno, pero con 
diferencias en la cadena alifática del éster (δH  7.94(2H, dt, J = 2.8, 8.9 Hz); δH  6.83 (2H, 
dt, J = 2.8, 8.9 Hz); δH  4.23 (2H, t, J = 6.6); δH   1.80 (2H,m); δH   1.04 (3H, t, J= 7.4)). Las 
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señales de la cadena lateral indicaban que esta correspondía  a  un  grupo  propilo,  
permitiendo  la  identificación  del  compuesto  6  como  el propilparabeno previamente 
descrito por Quévrain y colaboradores en el 2009 en bacterias del género Microbulbifer de 









3.3.3.3 Medio LBmS 
 
Adicionalmente, se realizó la búsqueda de los iones correspondientes a los compuestos 1 – 
6 en el extracto crudo y las fracciones obtenidas a partir del cultivo de F9 en LBmS, 
mediante el uso de CL- EM de baja resolución, debido a que de este extracto se disponía 
solo de 500 mg. En este análisis se observaron los iones pseudomoleculares [M+H]+en 
m/z 245 y 223 m/z, correspondientes a la dicetopiperacina Phe-Pro (2) y a la 4-(R)-
hidroxisatabacina (3) y respectivamente. Sin embargo, no se detectaron los iones  
correspondientes ninguno de los otros compuestos aislados a partir del extracto obtenido 
del cultivo de Bacillus clausii F9 en B1 y MOLP. 
 
3.3.4. Actividad antimicrobiana de los compuestos a islados 
 
 
La evaluación de actividad antimicrobiana al compuesto  1 se realizó utilizando el 
método de difusión en agar, una técnica cualitativa, debido a que de este compuesto se 
aislaron más de 400 mg. Sin embargo, debido a que los compuestos 2, 3, 4, 5 y 6 se 
aislaron en cantidades mínimas, se realizó directamente el ensayo de actividad 
antimicrobiana mediante la técnica de microdilución, un método cuantitativo, pues no se 
contaba con la cantidad suficiente para llevar a cabo ambos ensayos. De esta manera, se 









Método de evaluación 










1 Difusión en agar* - - - 
2 Microdilución - - - 
3 Microdilución - - - 
4 Microdilución - 2 µg 2 µg 
5 Microdilución - - - 
6 Microdilución - 2 µg 2 µg 
* Cantidades evaluadas: 10, 50 y 100 µg/pozo. 
 
 
Con respecto a los resultados obtenidos del compuesto 1, éstos coinciden con los 
resultados obtenidos a partir del tetrapéptido cíclico obtenido a partir de cultivos de 
Pseudoalteromonas sp. aislada de la esponja marina Halisarca ectofibrosa, con similitud 
estructural al compuesto aislado por nosotros (Phe-Pro-Leu-Pro comparado con (1) Phe-
Hyp-Leu-βAmp) (Rungprom et al, 2008). Sin embargo, en otros reportes de síntesis de 
este mismo compuesto se reporta actividad citotóxica y antihelmíntica,  por  lo  que  este  
compuesto  podría  mostrar  actividad  biológica  frente  a  otros modelos de bioensayo 
(Rajiv y Gautam, 2011). 
 
Por otro lado, el compuesto 2, previamente aislado a partir de múltiples microorganismos 
como es el caso de Aspergillus spp., Streptomyces spp., Pseudomonas spp. y Bacillus 
spp., tiene reportes de actividad  antimicrobiana (Wang et al, 2010), aunque al realizar 
el bioensayo de evaluación de actividad  antimicrobiana mediante la técnica de 
microdilución, se determinó que no presenta actividad antimicrobiana frente a los 
microorganismos de prueba aquí utilizados. El compuesto 3, por su parte,  tampoco 
mostró actividad antimicrobiana frente a las cepas de prueba utilizadas, coincidiendo 
con los resultados reportados por Lampis y colaboradores (1995), Que sólo reportan 
actividad antiviral. 
 
El compuesto  4,  el  éster metílico  del  ácido  para-hidroxibenzóico, y  el  compuesto  6,  
el  éster propílico del ácido para-hidroxibenzóico, muestran una CMI de 2 µg frente a S. 
aureus ATCC 33922 y frente a S. cerevisiae, mientras que no muestran actividad 
antimicrobiana frente a E. coli ATCC 25922. Los resultados obtenidos coinciden con los 
resultados obtenidos por Charnock y Finsrud (2007), donde, a partir de parabenos, se 
obtiene actividad antifúngica frente a levaduras, en este caso, C. albicans ATCC 90028. 
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Se sabe que la actividad antifúngica de los parebenos es mayor que su  actividad  
antibacteriana,  asi  como  ésta  última  se  presenta  casi  exclusivamente  sobre 
microorganismos  gram  positivos  (Soni  et  al,  2005),  tal  como  se  observó  en  los  
bioensayos realizados  por nosotros. Sin embargo el compuesto 5, el isopropilparabeno, 
















Este estudio constituye una de las primeras evaluaciones del potencial metabólico de 
cepas de bacterias  marinas realizada en el país, estableciendo metodologías para 
la selección de cepas bioactivas, selección de condiciones de cultivo, para la 
producción y aislamiento de metabolitos de origen  microbiano.  Es   importante  
resaltar  que  este  tipo  de  muestras  (extractos  de  origen microbiano) tiene 
características particulares que, a diferencia de otras muestras trabajadas en el área 
de productos naturales, requiere del  cultivo de microorganismos y el manejo de 
extractos con bajos rendimientos, contaminantes del medio  de  cultivo y 
concentraciones mínimas de los metabolitos de interés, por lo que requieren de la 
implementación de metodologías adicionales para la obtención de un extracto 
adecuado para el trabajo. De esta manera, la implementación de estas metodologías, 
que se logró a través de este trabajo, se constituyen en un aporte valioso a la naciente  
línea  de  productos  naturales  a  partir  de  microorganismos  marinos  en  el  grupo  
de investigación y en el país. 
 
Así, a partir del cultivo de la cepa de Bacillus clausii F9, en el medio MOLP, se 
logró aislar el tetrapéptido  cíclico  compuesto  por  Hyp-Phe-βAmp-Leu  (1)  y  la  
dicetopiperacina  Phe-Pro  (2), siendo 1 un compuesto nunca antes aislado de fuentes 
naturales, y 2 la primera dicetopiperacina aislada  a  partir  de  Bacillus  clausii.  Sin  
embargo,  ninguno  de  estos  dos  compuestos  presentó actividad antimicrobiana 
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frente a las cepas de prueba utilizadas. 
 
A partir del cultivo de Bacillus clausii (F9) en B1 se logró aislar, por primera vez en la 
naturaleza, la 4-(R)-hidroxisatabacina (3), junto con los ésteres metilico, isopropilico 
y propílico del ácido p- hidroxibenzóico (4, 5, 6). En cuanto a estos parabenos  se 
tienen pocos reportes de su obtención a partir de  microorganismos, y  éste 
corresponde al primer reporte de parabenos en el género Bacillus. Adicionalmente, 
los compuestos 4 y 6 resultaron activos frente a S. cerevisiae y S. aureus, confirmando 
los reportes existentes acerca de su actividad antimicrobiana. Con respecto al medio 
LBmS, se detectó la presencia de los compuesto 2 y 3, aunque no se detectaron 




Debido  a  que  el  compuesto  1  corresponde  a  un  péptido  no  ribosomal,  es  
posible  que  éste contenga  L o D aminoácidos. Por lo cual se hace necesario 
aplicar el método Marfey para la determinación de la estereoquímica absoluta de los 
carbonos α de los 4 aminoácidos presentes en el  tetrapéptido.  Adicionalmente,  se  
recomienda  la  aplicación  del  método  de  Mosher  para  la determinación de la  
estereoquímica del carbono γ de la hidroxiprolina y del carbono β de la 
aminoprolina. 
 
Se propone evaluar el compuesto 1 en cuanto a su actividad citotóxica y antihelmíntica, 
pues estas has sido reportadas para compuestos similares. También se recomienda 
realizar ensayos de inhibición de Quorum sensing a l compuesto 2, debido a  que  










A. Anexo 1: Composición de los 
medios de cultivo usados en (I) la 
selección de cepas con potencial de 
producción de antibióticos y (II) 
selección de condiciones de cultivo 
de las cepas seleccionadas 
Para el medio Marino Mínimo (Mm) se usó la siguiente composición (g/L): peptona 
0.3, extracto de  levadura 0.15, glicerol 1.5, NaCl 2.08, KCl 0.056, MgSO40.48, sal 
marina 0.15, MgCl20.4, Tris 0.036. 
 
Para el medio LB mínimo + sales (LBmS ) se usó la siguiente composición (g/L): extracto 
de levadura 0.5, triptona 1, NaCl 20.8, KCl 0.56, MgCl2 4, MgSO4 4.8, sal marina 1.5. 
 
Para  el  medio  reportado  por  Kalinovskaya  y  colaboradores  (2002)  (Kal )  se  usó  
la  siguiente composición (g/L): extracto de levadura 5, K2HPO4 0.07, NH4Cl1, FeSO4 
0.025, MgCl2 0.8, NaCl 4.16, KCl 0.112, MgSO4 0.96, sal marina 0.3, tris 2.42. 
 
Para el medio B1 (Al-zereini et al, 2006) se utilizó la siguiente composición (g/L): 
almidón soluble (5), NZ  amina A (2.5), extracto de carne (3.8), harina de soya (1), 
extracto de levadura (2.5), extracto de algas (2.5 mL), sal marina (33.3), KNO3 (1.5). 
 
 
Anexo 1. Composición de los medios de cultivo usados en (I) la selección de cepas con 




Para el medio Takashi (Tak) (Kamogashira et al, 1988) se utilizó la siguiente 
composición (g/L): almidón  soluble  (30),  glucosa  (5),  polipeptona  S  (0.1),  MgSO4     
*  7H2O  (0.5),  KH2PO4    (0.002), Na2HPO4  * 12 H2O (0.005). 
 
 
Para el medio MOLP (Ahimou et al, 2000) se utilizó la siguiente composición (1 L): 
peptona (30 g), sacarosa (20 g), KH2PO4 (1.9 g), CuSO4 (0.001 mg), FeCl3.6H2O 
(0.005 mg), Na2MoO4 (0.004 mg), KI (0.002 mg), MnSO4.H2O (3.6 mg), MgSO4 (0.45 
g), ZnSO4.7H2O ( 0.14 mg), H3BO3   (0.01 mg), Acido cítrico (10 mg). 
 
Para el medio ABC se utilizó la siguiente composición: Solución A (para 1L de ABC): 
(NH4)2SO4 (2 g), Na2HPO4 (6 g), KH2PO4  (3 g), NaCl (3 g), agua (200 mL). Solución B 
(mL para 1L de medio ABC): CaCl20.1M (1), MgCl2   1M (1), FeCl3   0.003M (1), agua 
(797). Solución C (mL para 1L de medio ABC): citrato de sodio 1M (5). 
 
Para el medio Marino Mínimo con adición de α-cetoglutarato al 0.1% (Mmα) (Barry y 
Wainwright,1997) se utilizó la siguiente composición (g/L): peptona (0.3), extracto de 
levadura (0.15), glicerol (1.5),  NaCl  (2.08),  KCl  (0.056),  MgSO4    (0.48),  sal  marina  
(0.15),  MgCl2    (0.4),  Tris  (0.036),  α- cetoglutarato (1). 
 
Para el medio LB mínimo con adición de α-cetoglutarato al 0.1% (LBmα) (Barry y 
Wainwright,1997) se utilizó la siguiente composición (g/L): extracto de levadura (0.5), 











Anexo 2: Reactivo TDM (cloruro de 
4,4´-tetrametildiamino-difenilmetano) 
(Jork et al, 1990) 
Para detección de péptidos, amidas, aminoácidos. Preparación: 
 
Solución I: Diluir 20 mL de solución de hipoclorito de sodio (13 – 14%) en 100 mL de 
agua. 
 
Solución II: Disolver 2.5 g de TDM en 10 mL de ácido acético glacial, llevar a 100 mL con 
2- propanol al 80%. 
 
Solución III: Disolver 5 g de Yoduro de potasio en 100 mL de 2-propanol al 80%. 
 
Solución IV: Disolver 300 mg de ninhidrina en 10 mL de ácido acético glacial y llevar a 
100 mL con 2-propanol al 80%. 
 
Solución de revelado: mezclar soluciones II y III y adicionar 1.5 mL de solución IV. 
Revelado: 
 
Saturar la placa en una cámara con Solución I durante 10 – 15 minutos. Asperjar la 













Anexo 3: Espectros de RMN del compuesto 1 
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